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INTRODUCCION.

El que la mitocondria contenga su propio DNA, ribosomas
y RNAs de transferencia apoya 1la teoria del origen
endosimbidético. La teoria supone gque los primeros organismes
capaces de llevar a cabo un metabolismo aerébico, incluyendo
la produccién de ATP dependiente de 1la respiracién, fueron
procariontes. Los eucariontes primitivos que vivian
anaerdbicamente ({por fermentacidén) adquirieron la capacidad
de llevar a «cabo la fosforilacién oxidativa cuando
establecieron wuna relacidn simbidética con la Dbacteria
viviendo en su citosol. Después de un proceso extenso en la
evolucidn, que incluyd el movimiento de muchos genes
bacteriancs hacia el nacleo del eucarionte hospedero, la
bacteria endosimbiética eventualmente se convirtié en la
mitocondria.

La teoria (Miller y «col., 1999) presume que los
procariontes primitivos de vida libre tenian la maquinaria
enzimidtica para la fosforilacién oxidativa, vya gque sus
descendientes los procariontes modernos tienen cadenas
respiratorias muy similares a las de los eucariontes
medernos. Los acarreaderes de electrones bacterianos son
similares a los de mitocondria, actilan en la misma secuencig
y transleocan protones hacia afuera a través la membrana
plasmatica conceomitantemente c¢on la transferencia de los
electrones hacia el O,. Ciertos sistemas de transporte en
bacterias se wutilizan para 1la entrada extracelular de
nutrientes en contra de un gradiente de concentracidn, en
cotransporte c¢on protones. La expulsidén transmembranal de
protones asociada a la respiracidén provee la fuerza motriz
para la entrada de nutrientes. La rotacién de los flagelos
bacterianos es suministrada per turbinas de protones, que son

motores moleculares soportados no por ATP sino por el



potencial electroquimico transmembranal generade por el
bombeo de protones asociada a la respiracién. Es muy probable
que el mecanismo quimiosmético haya evolucionado

tempranamente en la evolucién de los eucariontes.

Acarreadores de electrones de las cadenas respiratorias.

Todas las cadenas respiratorias consisten de una serie
de acarreadores de electrones, los cuales son proteinas
integrales de membrana, con grupos prostéticos capaces de
aceptar o donar uno o dos electrones. Cada componente de la
cadena puede aceptar electrones del acarreador precedente vy
transferirlos asi al siguiente aceptor, en una secuencia
especifica. Hay cuatro tipos de transferencia de electrones
en 1los sistemas bielégicos: (a) transferencia directa de
electrones, como en la reduccién de Fe* a Fe?': (b
transferencia del electrén mas el protdén come un Atome de
hidrégeno; (c)transferencia como un ion hidruro (:H-}, el
cual contiene dos electrones y (d) combinacién directa de un
reductor organico con el oxigeno. Se resumird a continuacidn
la informacidn de nuestro mayor interés.

HNucledtidos de flavina. Las flavoproteinas contienen un
nucleotido de flavina ya sea FMN o FAD y pueden estar unidos
de forma covalente, como en algunas lactato deshidrogenasas
independeintes de piridin nucleétidos (iLDH) de bacterias vy
levaduras (Futai, 1970; Markwell y Lascelles, 1978; Erwin vy
Gotschlich, 1993). Ambos nucledtidos de flavina cuando estan
oxidados pueden aceptar un electrén produciendo la forma de
semiflavona (Daff vy col., 1996) o dos produciendoc FMNH; o
FADH; {Figura I). El potencial de reduccién estdndar del FAD
y FMN depende de la proteina con la cual esté asociada (Tabla
I). El potencial redox estandar relevante es asi, el de 1la

flavoproteina en particular, no del FMN o FAD aislado y el



nucledtido de flavina puede ser considerado como parte del
sitio activo de la flavoproteina.

Ya que las flavoproteinas pueden participar en una o dos
transferencias de electrones, éstas pueden servir como
intermediarios entre las reacciones en las cuales son donados
dos electrones como en la NADH oxidasa de Streptococcus
faecalis (Ahmed y Clairborney, 1992) y aquellas en las que
s6lo es aceptado un electrén.

Existen flavoproteinas que estdn asociadas a citocromos
(flavocitocromos) Y tienen actividad catalitica hacia
diversos sustratos, tales como lactato y fumarato, reduciendo
directamente al citocromo ¢ (Daum y col., 1882; Morris vy
col., 1994).

La uwbiquinona (también llamada coenzima @) es una
benzoguinona liposoluble con una cadena lateral isoprenoide.
BExisten moléculas semejantes a la coenzima Q, como la
plastoquinona de cloroplastos y la menaquinona de bacterias
(Ingledew y Poole, 1984; Tielens y van Hellemond, 1998). Asi,
la ubiquinona-9 y la rodoguinona existen en la poza de
quinoras en las mitocondrias del protista E. gracilis
(Buetow, 1%88). Su funcién es la de acarrear los electrones
en las cadenas asociadas a membranas, lo que hace factible
las comparaciones de los datos obtenidos en mitocondrias con
relacién a los sistemas bacterianos. Las quinonas pueden
aceptar un electrén para formar el radical semiquinona (UQH")
© dos electrones para formar ubiquinol (UQH,) Yy, semejante a
las flavoproteinas, éste es capaz de actuar entre un donador
de dos electrones y un aceptor de un solo electrén (Fig. II}.
Ya que la ubiquinona es pequeda e hidrofdbica, es capaz de
difundir libremente dentro de la bicapa lipidica de la

membrana interna mitocondrial.

s
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Figura |. Estructura quimica de los Nucleétidos de flavina,
Tomado de Lehninger, 1993.

Los citocromos son acarreadores de electrones, conectan
a los componentes membranales de las cadenas fotosintéticas y
respiratorias acarreadoras de electrones (Fig. III). Las
porfirinas son la parte de los grupos hemo de los citocromos
en donde se lleva a cabo la reaccién redox, éstas tienen en
su centro un atomo de fierro oxidado que se reduce durante la
transferencia de electrones. Los grupos hemo de los

citocromos & y b no se encuentran unidos covalentemente a sus
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Figura {l. Estructura quimica de la ubiquinona y sus diversos estados de Redox.
Tomado de Lehninger, 1993.

respectivas proteinas; no asi los grupos hemo de los
citocromos tipo ¢ que se encuentran unidos covalentemente a
través de residuos de cisteina. Los citocromos tienen también
sitios de unidn con las membranas que son esencilales para un
transporte de electrones eficiente. Por ejemplo, el complejo
be; no es funcional cuande el citocromo ¢; no tiene su
carboxilo terminal, éste funciona en el anclaje a la membrana

(Gennis, 1991). En Rhodobacter capsulatus, una bacteria



pirpura no azufrada, el citocromoc soluble cyt c, y el
citocromo asociado a la membrana cyt ¢, son los (nicos
acarreadores de electrones que operan entre el centro de
reaccién fotogquimica del cleroplasto y el complejo bc; de la
cadena acarreadora de electrones (Millykallio y col., 1998).
El potencial de reduccidn estandar de los citocromos depende
grandemente de su interaccidén con las cadenas laterales de la
proteina (Tabla I). Los citocromos de tipe a, b y algunos ¢
son proteinas integrales de membrana. Una excepcidén es el
citocromo ¢ de la mitocondria, una proteina soluble que se
asocla a través de interacciones electrostaticas con la
superficie externa de la membrana interna mitocondrial.

Los citocromos identificados en las mitocondrias de E.
gracilis, tienen semejanzas con los citocromos presentes en
mamiferos y en plantas superiores. Ademds de un citocromo
tipo @ y un citocromo soluble tipo ¢, se ha identificade un
citocromc tipo bsg (Buetow, 1989).

En algunas proteinas transportadoras de electrones que
contienen fierro, como en las proteinas fierro-azufre, el
fierro no estd presente en el grupo hemo sino en asociacién
con Atomos inorgdnicos de azufre y/o los atomos de azufre de
residuos de cisteina de las proteinas. Los centros fierro-
azufre (Fe-S) presentan diversas estructuras (Fig. IV), con
un solo atomo de fierro coordinade a cuatro residuos de
cisteina a través del azufre de sus cadenas laterales, comola
ferredoxina hidrogenosomal de Trichomonas vaginalis con un
centro [2Fe-2S5] (Liu y Germanas, 1998}, hasta centros Fe-5
mas complejos con dos o cuatro atomos de fierro como las
Ferredoxinas I y II de Rhodobacter capsulatus (Hallenbeck y
Gennaro, 1998) y la piruvato-ferredoxina oxidorreductasa en
Desulfovibrio africanus (Pieulle y c¢ol., 1995).Todas estas

proteinas participan en la transferencia de un electrén, en



la cual uno
Tabla I).

Protoporfirina 1X
{en citocromos tipo b).

de los atomos de fierro se oxida o se reduce
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Figura [1]. Estructura quimica de algunas porfirinas presentes en los citocromos encargados del
transporte de electrones. Tomado de Lenhinger, 1993,




Tabla I. Potenciales de reduccién estandar de algunos acarreadores de electrones de la cadena

respiratoriz en algunos eucariontes y procariontes.

Organismo Reaccidén Redox. E'yg (V)
Tetrahymena pyriformis® | hemo tipo b (Fe’')+ & —> hemo tipo b (Fe;") -0.04
T. pyriformis cittipo ¢ (Fe')+e —> cit tipo ¢ 0.17
(Fe*')

T. pyriformis citay(Fe') +¢ — cita;(Fe* )|  +0.245
Azotobacter vinelandii FAD qun,” +2H +e& —> FADH, -0.226
Streptococcus faecalis© | FAD qaphonass +2H +€ —>  FADH; -0.219

Escherichia coli ' FAD (ppy+2H' +¢ —> FADH, -0.19

E coli FMN aom+2H +€  _  FMNH, -0.19
Saccharomyces cerevisiae  |FMN ipm #2H +e —> FMNH -0.135
S. cerevisiae FMNH ‘apn H2H +e  —> FMNH; -0.045

S. cerevisiae cite (F& Yaom +2H +& —>  citc (Fe™) -.003
Shewenwlla putrefaciens | FADY (Fumarato redocuasay T2H +& —=>  FADH, -0.320
Butyribacterium [AFe™-45] foretoxnny + € —>  [4Fe”-4S]|  -0.410

methylotrophicum &

Corazén de bovino © FMNcompleiony ¥2H" +€6& — FMNH* -0.414
Corazén de bovino FMNH “compiso p +2H' +67 —> FMNH2 -0.336
Paracoccus denitrificans’ |cita(Fe™) +2H +e  —>  cita(Fe'){ -0.03
P. denitrificans cita; (Fe) +2H +& —>  citay(Fe™) -0.22
Rhodobacter sphaeroides 1 |cit ¢3 (F&™ } + P (conra sc racocer* € —> P +0.505

*ler. componente, Kllpatrlck y Erecisnska, 1977, ®Proteina rcgulatona de fijacién de nitrdgeno,
Macheroux y col., 1998, Flavocatocromo by, Tegoni y col., 1998, I lavocitoctomo c, Moms ycol,
1994; “Ahmed y Clairborney, 1992; Unden y Bongaerts, 1997; Saeki y col., 1989; PSled y col,,
1994; ‘Hellwig y col., 1999; Wenturoli y col., 1998.




O\ O
-7 “@—on ~
@F\

(@)

(b}

Figura IV, Estructuras quimicas de los centros de las proteinas Fe-S.

Pucden ser simples como en (a), con un solo ion Fe rodeado por dtomos de S de cuatro residuos de
cisteina. Otros centros incluyen tanto § inorganicos como de residuos de cisteina, como en el 2Fe-
25 (b) o 4Fe-4S (¢). Tomado de Lenhinger, 1993.

Complejos transportadores de electrones.

A pesar de la complejidad de las cadenas respiratorias
bacterianas, comparadas con las halladas en eucariontes, es
posible hacer una generalizacién con respectoe a los
componentes basicos que cenforman  estos sistemas de
transduccién de energia. En eucariontes, la cadena
respiratoria de la mitocondria puede oxidar diversos
sustratos como el NADH, el glicerol-3-fosfato, el succinato,
los 4cidos grasos, etc., por médio de deshidrogenasas gque a
su vez son quincnas reductasas. En procariontes pueden

oxidarse otros muchos sustrates, ademas de los arriba




mencionados, come formato, dihidroerotato, glicerol ({Taylor ¥
Zhulin, 1998) prolina, 6~fosfogluconate, L- ¥ D-lactato
(Ingledew y Poole, 1984}, mandelato (Hoey y c¢ol., 1987},
metanol (Yang y col., 1998) y piruvato (Pieulle y col.,
1995); que en la mayoria de los casos reducen también a las
quinonas. En levaduras sin embargo, existen deshidrogenasas
que no ceden sus electrones directamente a la quinona; tales
como las citocromo c oxidorreductasas, la L-lactato
deshidrogenasa (Gondry y Lederer, 1996) y la L-mandelato
deshidrogenasa (Illias y col., 1998) y, en algunas bacterias,
las citocromo b oxidorreductasas, heterodisulfuroc reductasa y
la subunidad H2 de la hidrogenasa de Methanosarcina mazei
(Brodersen y col., 1999). No obstante la gran variedad de
deshidrogenasas presentes en los diversos organismos, la NADH
deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa son las mas
abundantes en las cadenas respiratorias.

El complejo I, llamado también MNADH deshidrogenasa de
las mitocondrias de mamiferoc y de ~Paracoccus denitrificans,
transfiere los electrones del NADH hacia la ubiguinona. Estos
complejos contiemen un arreglo similar de los centros Fe-S y
catalizan la transferencia de electrones sensible a rotenona,
del NADH a la ubiguingna. Esta transferencia de electrones
estd acoplada a la translocacién transmembranal de protones.
Sin embargo, mientras gque la NADH deshidrogenasa aislada de
mitocondrias consta de al menos 20 diferentes subunidades
polipeptidicas, la de Paracoccus solo cuenta con algunas
subunidades (Philip, 1987).

En 1993 se clond el grupo de genes que codifican para
las NADH-1 de P. denitrificans. Estas enzimas estén asocladas
con un sitio de acoplamientc de energia, funcionan como
bombas de protones y al parecer son la contraparte del
complejo I presente en mamiferos. Se secuenciaron 14 genes

estructurales y se caracterizaron sus polipéptidos. Dentro de



éstos se han localizado c¢cince centros de Fe-S, dos de estos
centros Fe-§ tienen potenciales redox dependientes del pH, lo
que sugiere gque participan en el bombeo de protones. Ademas,
se ha observado que al igual que en mamiferos, la
transferencia de electrones de la NADH deshidrogenasa de PF.
cdenitrificans, es sensible a rotenona {la rotencna previene
ia transferencia de electrones de los centreos Fe-5 a la
ubigquinona), a pesar de que carece de uno de los dos centros
Fe-S; por lo gque ain no se sabe si este centro Fe-$S es un
componente esencial de la NADH-1 de P. denitrificans (Yagi y
col., 1993).

El complejo I se encuentra embebide en la membrana
interna mitocondrial, con el sitic de enlace del NADH
orientadoe hacia la matriz, para asi poder captar a este
producto de cualquiera de las deshidrogenasas que son
abundantes alli. En las mitocondrias de mamifero, se han
descrito los pardmetros termodindmicos de las reacciocnes
redox de flavina, es decir, de su estado reducido y de
semiflavona. Se ha sugerido que hay un cambic¢ conformacional
en el complejo debido a la unidn del ligando ({(Sled y col.,
1994).

En los eucariontes que viven anaerébicamente, el
complejo I de la cadena transportadora de electrones,
transfiere el NADH hacia la rodoquinona.a diferencia del
complejo I clasico que utiliza a la ubiquinona. Estas
quinonas, ubiquinona y rodogquinona, difieren en su estructura
Y en su potencial redox. A semejanza con la NADH
deshidrogenasa de E. coli, durante la respiracidén aerobia,
transfiere sus electrones a 1la ubiquinona, mientras que
durante la respiracién con fumarato los electrones del NADH
son transferidos a la menaquinona (Tielens y van Hellemond,

1998) .




El Complejo II o Succinato deshidrogenasa es la unica
enzima del ciclo del &cido citrico que estd enlazada a la
membrana mitocondrial. Aunque es mas pequefia y simple que el
complejo I, contiene dos tipos de grupos prostéticos y al
menos cuatro diferentes proteinas. Estructuralmente, la
succinato deshidrogenasa comprende cuatro subunidades que no
son idénticas: una subunidad A que contiene a la flavina, una
subunidad B que contiene tres centros Fe-§ y dos subunidades
hidrofébicas C y D que contienen citocromo b. Estas dltimas
son esenciales para la unién de las subunidades cataliticas a
las membranas y para la interaccién de los sitios cataliticos
a las quincnas (Tielens y van Hellemond, 1998). El complejo
II de R. sphaercides contiene dos subunidades de masa
molecular semejante a la subunidad grande y pequefia de la
succinato deshidrogenasa de la mitocondria de corazon de
bovino y de Rhodospirilium rubrum. EL complejo II de P.
denitrificans al igual que todos los anteriores, no estd
asociado con la translocacién de protones y la conservacién
de la energia (Philip, 1987). Se cree que los electrones
pasan del succinato al FAD, de aqui a los centros Fe-§ y
finalmente a la ubiquinona.

En cuanto a 1los inhibidores del Complejo 1II, se ha
reportade que el K’ produce una inhibicién en la actividad de
la succinato deshidrogenasa en mitocondrias de corazdédn de
perro, la cual no afecta su Km pero si su Vmax. Se ha
sugeridoe que la inhibicién inducida por K' puede ser el
resultado de una modificacién conformacional estable que 1la
hace mas sensible a moduladores negativos CoRmo el
oxaloacetato o la coenzima Q oxidada (Chavez y col., 1985).
También se ha reportado que el Cd** afecta la respiracién
sostenida por succinato en mitocondrias de higado de rata
{Korotkov y col., 1998), sugiriendo una inhibicion de 1la

succinato deshidrogenasa por este metal.



En eucariontes, el complejo citocromo bc; o ubiquincl-
citocromo c¢ oxidorreductasa, o también llamado complejo III
es dimérico. En cada monémero existen tres subunidades que
poseen cuatro centros redox: el hemo by y el hemo by, ambos
localizados dentro de la subunidad del citocromo b, el
citocromo c; y el centro fierro-azufre tipo Rieske. Estas son
las tres subunidades indispensables para la reaccién de
oxido-reduccién, ya que en procariontes son las Gnicas
subunidades presentes, excepto en R. sphaeroides, en donde
existe una cuarta subunidad sin grupos redox (Gennis y col.,
1993) .

La estructura cristalografica del fragmento hidroscluble
indica el predominio de las estructuras de hoja P-plegada vy
muestra también, que el centro Fe-S forma la punta de la
proteina con las histidinas que lo unen en el extremo. Las
estructuras cristalograficas del complejo be; de corazén de
bovino y de pollo muestran tres diferentes posiciones del
dominio hidrofilice de esta subunidad. En una de éstas se
encuentra cercana al hemo b;, en otra cercana al citocromo c;
Yy en la tercera estd en medio. El centro Fe-$ de un mondmero
interactia con los grupos redox del otro. El1 flujo de
electrones entre el acarreador del par electrédnico ubiquincna
y los acarreadores de un electrdn {(citocromos bsgz ¥ bsesr €1 ¥
¢) se realiza en una serie de reacciones llamadas el ciclo Q
(Trumpower, 1990). Aungque el flujo de los electrones de este
segmento de la cadena respiratoria es complicado, el efecto
neto de la transferencia es simple, el ubiquinol es oxidado a
ubiquinona y el citocromo c¢ es reducido. Actualmente, se
acepta que el complejo bc; genera una fuerza protén-motriz
por un mecanismo conocido como el ciclo @ modificade, esta
fuerza protén-motriz es utilizada para la sintesis de ATP.

El complejo bc; de las mitocondrias de mamifero es

sensible a diversos inhibidores como el mixotiazol quien




asemeja una parte estructural de la ubiquinona y se une al
citocromo b, la antimicina y el HQNO que bloguean la
reduccién de la quinona y la estigmatelina que se enlaza a la
forma reducida de la proteina fierro-azufre, cambiando su
potencial redox (Link y col., 1993). Sin embargo, en el
protista E. gracilis, el «complejo bec; es parcialmente
resistente a mixotiazol en mitocondrias intactas y totalmente
insensible a antimicina y HQONO cuando el complejo esta semi-

purificado {Covian, 1999).

El Complejo IV, también llamade Citocromo ¢ oxidasa es
el complejo terminal de las cadenas respiratorias de las
mitocondrias y de muchas bacterias. Este cataliza la
transferencia de electrones del citocromo ¢, via cuatro
centros redox {dos hemos tipo a y dos Aatomos de cobre) al
aceptor final, el 0;. En P. denitrificans, éste consiste de
s6lo dos subunidades polipeptidicas gque corresponden en masa
molecular a las dos subunidades més grandes presentes en
mitocondrias, la cual contiene ademas de 5-10 subunidades
{Philip, 1987).

Las citocromo ¢ oxidasas tipo aa; de eucariontes vy
procariontes son miembros de una superfamilia hemo-cobre de
oxidasas relacionadas estructuralmente. Esta superfamilia
exhibe variaciones considerables en términos de los grupos
hemo (a,b) o del sustrato oxidade (quinol o citocromo c)
(Gennis y col., 1993). El complejo IV funciona como una bomba
de protones que contribuye a la fuerza motriz proténica
necesaria para llevar a cabo la sintesis de ATP (de Gier y
col., 1994). La subunidad I contiene los residuos que ligan
al citocrome a como al centro binuclear citocromo a3;~Cup en
las oxidasas tipo aajy. El citocromo a; es el componente donde
se unen el CO y el cianuro que son inhibidores clasicos de la

citocromo ¢ oxidasa. El centro binuclear hemo/cobre es el




sitio donde el oxigeno es activado y reducidoe a agua. La
subunidad II ha sido implicada en el enlazamiento del
citocromo ¢ y €l lugar donde se encuentra el segundo Cup Y.
presumiblemente, estd involucrado en la oxidacién del
citocrome c¢. Ademas, se ha sugerido que estd involucrado en

el bombeoc de protones {Gennis y col., 1993).

Lactato deshidrogenasa independiente de piridin nucledtidos.

iLDH en procariontes.

En todos los organismos, el lactato/piruvato es el
producto de la enzima lactato deshidrogenasa dependiente de
piridin nucleétidos o NAD'/NADH (nLDH), enzima que participa
en la glucbdlisis anaerobia. Esta via metabdlica se piensa fue
la que se encargd de suministrar la energia a los primeros
microorganismos gue vivieron en una atmésfera sin oxigenc. El
lactato es un importante producto final de la fermentacidn de
la glucosa y otros carbohidratos. Muchas especies de
bacterias forman lactato, pero la proporcién de carbohidrato
que se degrada a lactato depende del tipo de carbohidrato
utilizado, de las condicicnes de crecimiento y de la via
metabélica utilizada. Las bacterias homofermentativas usan la
via de Embden-Meyerhof y en el paso final convierten el
piruvato a lactato, reaccidn concomitante con la regeneracién
de NAD' a partir del NADH. Todas las bacterias acido-lacticas
tienen una gran cantidad de nLDH (Garvie, 1980). Las nLDH que
se han estudiado son citosdlicas y difieren entre si con
respecto a sus caracteristicas cinéticas, movilidad
electroforética y pH éptimos. Todas tienen una masa molecular
relativa de 140 KDa vy consisten de cuatro subunidades
idénticas de 36 KDa cada una {Long y Kaplan, 1968).

Otro tipo de lactato deshidrogenasas, que no utiliza

NAD/NADH comoc coenzima se encuentran en una gran variedad de




bacterias y se conocen como lactato deshidrogenasa
independiente de piridin nucleétidos (iLDH}. Estas también
convierten el lactato en piruvato y no hay evidencia de que
la reaccidén opuesta ocurra in vivo o in vitro. En muchos
casos el aceptor natural de electrones de estas 1iLDH es
desconocido.

La existencia de iLDH asi «como alqunas de sus
caracteristicas cinéticas se han reportadoe en numerosos
sistemas bacterianos, todas son monoméricas y su cofactor
puede ser FMN o FAD dependiendo del isdmero que oxiden ({Tabla
I1).

La D-iLDH de E. coli ha sido la mas estudiada. Desde
1959 se demostrd que E. coli tiene una D-iLDH y una L-iLDH,
perc hasta 1973 la D-iLDH se purificé y se describieron
algunas de sus propiedades (Futai, 1973). La cantidad de D-
iLPR por célula permanece constante no importando la fuente
de carbono en el medio, mientras que la L-iLDH es inducida
bajo condiciones aerdbicas en presencia de lactato y estd
ausente en c¢élulas crecidas en glucosa (Haugaard, 1959).
Desde antes de su purificacién, la D-iLDH de E. coli ya era
estudiada debido a que el transporte de ciertos metabolitos

como aminoacidos (Kaback vy Milner, 1970) y azucares,

principalmente f-galactdsidos, son dependientes de la
actividad de esta enzima {Barnes y Kaback, 1970). Estos datos
demostraron que el efecto del D-Lactate scobre el transporte
de metabolitos no se ejerce por la produccién de ATP, ya que
las preparaciones membranales no llevan a cabo fosforilacién
oxidativa, a pesar de que los electrones son transferidos de
la enzima al oxigeno via la cadena transportadora de
electrones (Short y Kaback, 1974). Short y Kaback (1974;
1975), reportaron velocidades de consumo de oxigeno acoplado
a la oxidacidén de D-Lactato de 106-308 ng Aatome de

oxigeno/min/mg de proteina y ademds demostraron, por medio de



Tabla II. Caracteristicas de algunas iLDH’s bacterianas.

Organismo |Enzima] P.M. | Aceptor Km Vi Inhibidor Ki
(KDa} | de a™ * (md) {mM)
Escherichia | D-iLDH | 74* DCPIPo | 14-22°| -— | Oxamato.C | 0.0033
coli.! (FAD) MTT- PMS Oxalato. C® | 0.0009
Acinetobacter | D-ILDH | 62.8 |DCPIP-PMS| 0.264 e Oxalato. C —
calcoaceticus* | (FAD) Reactivos o
para -SH
Neisseria | D-iLDH | 70 | MTT-PMS | 5.1 057 | Oxamato. e
meningitides 3 Piruvato. S
N. meningitidis | L-ILDH — MTT-PMS 14 0.06 — e
Megasphaera | D-iLDH 55 —_ - N Oxalato. —
elsdenii * (FAD) D-lactato.
Rhodopseudo- | L-iLDH | 107 |DCPIP-PMS 0.5 -—— | Oxamato. NC{ 096
monas Oxalato. NC 0.03
sphaeroides 5 D-lactato. C 22
Neisseria D-iLDH | --=--- | MTT-PMS 0.2 - T P
gonorrhoeae ¢
Paracoccus D-iLDH 54 |DCPIP-PMS| 0.81 ---— | Tenoiltrifluo-
denitrificans roacetona. NC 22
Selenomonas | D-iLDH —-- DCPIP 0.5 -—--
Ruminantium ®
Clostridium | D-LDH | 55 DCPIP o 35 13¢ —_— | -
acetobutylicum ° MTT
C L-iLDH | 55 DCPIP o 0.7 0.3° |
acetobutylicum MTT

*Determinado por SDS-PAGE; C Inhibidor competitivo; NC, inhibidor no competitivo; “los valores fueron

obtenidos en extractos crudos
indofencl) reducido min™ mg prot’.

prnolcs de MTT (Metasulfato de tetrazolio) o DCPIP (Diclorofenol-
'Kohn y Kaback, 1973; *Allison y col., 1985); *Erwin y Gotschlich,

1993}, *Olson y Massey, 1979; *Markwell y Lascelles, 1978; °Fischer y col., 1994; "Zboril y Wemnerova,
1996; *Gilmour y col., 1994; ’chz ycol, 1997, * Aceptores atificiales empleados in vitro.




anticuerpos anti-D-iLDH gque la enzima se encuentra en la parte
interna de las preparaciones membranales.

Con respecto a las propiedades de la D-iLDH de E. coli, Ho y
col. (1989) describen que la mayor actividad se obtiene en
presencia de 0:6% de Tritén X-100 y que el pH 6ptimo de la enzima
estd entre 8.5-9.5, tanto en la enzima pura como en extractes
crudos de cultivos de bacterias. La K, para la actividad de la
enzima pura va de 0.3 a 0.9 mM y en los extractos crudoes se
observa un valor de 1.4 a 2.2 mM. El L-lactato, metil DL-lactato y
el a-hidroxibutirato también sirven como sustrato con valores de K,
altos y Vpx menores gque para el D-lactato. El oxalato, el oxamato,
el Acido 2,3-difosfoglicérico y el a-metil-lactato pueden inhibir
la reaccidén {Pratt y col., 1979}.

El cofactor de la D-iLDH de E. coli, el FAD, se encuentra
unido a la enzima en una relacién de 1 mol/mol de enzima y no esta
unido de forma covalente.

La D-iLDH de E. celi también se ha utilizado en estudios de
interacciones proteina-lipidos. La enzima pura presenta baja
actividad en ausencia de detergente y lipidos; 1la actividad
enzimatica se incrementa cinco veces por accidn del Tritdn X-100 y
por fosfolipidos de E. coli y 10 veces por lisolecitina. La
preincubacién de la enzima con lipidos por 10 minutos a 37°C
incrementa la actividad aun més; la K, de la enzima pura es la
misma en solucidén acuosa y en presencia de Tritén X-100, pero se
incrementa por adicién de lipidos de E. coli o lisolecitina (Fung
y col., 1979}). Otros estudios sugirieron que en su estado nativo
la enzima estd rodeada predominantemente por fosfatidilglicerscl o
fosfatidil-serina, los cuales esti&n presentes en baja cantidad en
la membrana plasméatica de E. coli (Kovatchev y col., 1981).

En 1984 se clond el gen estructural para la D-iLDH de E. colil
{Campbell y col., 1984). El marco de lectura abierta predijo que
el polipéptido consiste de 571 aminoacidos {incluyendo el residuo

de inicic metiecnina) con una masa relativa de 64.6 KDa. La




proteina no tiene baja polaridad ni segmentos hidrofdbicos
inusuales; al parecer, contiene una pequefia repeticién en la
secuencia de aminoacidos, la cual es homéloga con la ya bien
caracterizada L-LDH citosdlica. Mutaciones especificas en esta
enzima con incorporaciones de 5-fluorotriptofano indicaron en la
estructura un posible sitio de enlace de 1la flavina en el
carboxilo terminal de la enzima.

Las predicciones hechas a partir de los datos de resonancia
magnética nuclear con '*F y estudios de algunas deshidrogenasas
citosélicas han mostrado dos regiones conservadas en estas
enzimas; una es el dominio de unidén al sustrato y la otra el
dominio de unién al cofactor. En el caso de la D-iLDH, el dominio
de unién al cofactor es de 200 aminodcidos y se encuentra hacila
el carboxilo terminal:; en el amino terminal se encuentra el
dominio de unién al sustrato. Ademas, la D-iLDH parece tener una
peguefia regién necesaria para la fijacién a la membrana y para
acoplarse a acarreadores de electrones lipofilicos (Peersen vy
col., 1990}. Estudios mAs recientes han permitido proponer un
modelo esquemdtico de la cadena polipeptidica en la regidn de
unién a la membrana de la D-iLDH de E. coli. En este modelo la
regién de unién a membrana estd en una area que Iincluye a los
aminodcidos Tyr228 vy Phe369; 1la regién que comprende estos
aminocdcidos no siempre estd anclada a la membrana, sugiriendo que
la D-ilDH se fija a la membrana por algunos elementos separados
estructuralemente {(Sun y col., 19983). En la tabla III se presenta
la clasificacién de algunas 1iLDH segun su grupo prostético
(flavina), su masa molecular y la localizacién celular gue se ha
descrito en bacterias y eucariontes. También se incluyen en la
tabla III, algunas L- y D-mandelato deshidrogenasas cuyo sustrato
es una molécula de lactatoc en la que el metilo estd substituido
por un feniloc (Acido a-hidroxifenilacético) (Fig V). Las mandelato
deshidrogenasas poseen similitudes estructurales y fisicoquimicas

que las hacen “parientes” cercanas a las iLDH's (Allison y col.,




1985; Hoey y col., 1987; Fewson y col., 1993). En bacterias, el
mandelato es oxidado por la mandelate  deshidrogenasa a
fenilglioxilato que, por medio de la via de la 3-oxoadipato y con
la salida de succinato termina en la sintesis de acetil-CoA
(Allison y col., 1985).

COOH COOH COOH COOH COOH
CH3 J:Ha NHz OH
Lactato Mandelato Piruvato Oxamato Oxalato

Fig V. Estructura quimica del lactato y mandelato, asi como de moléculas con estructura similar utilizadas
como inhibidores de las iLDH.

iLDH en eucariontes.

Las iLDH de algunos eucariontes, especificamente las de
levaduras, varian significativamente de las enccentradas en
bacterias. Estas se localizan en el espacio intermembranal de ia
mitocondria. Las iLDH de levadura como las de Saccharomyces
cerevisiae y Hansenula anomala {Daum y col., 1982; Chapman y col.,
1991) son flavocitocromes b;. Fisioldgicamente, tienen actividad de
L-iLDH gque transfiere los electrones directamente a un citocromo
¢, son tetrémercos idéntices cada uno consistente de dos diferentes
deminios. El dominio del citocromc estd en el amino terminal y se
relaciona con el citocromo bs, mientras que el dominio que contiene
FMN y la actividad de deshidrogenasa se encuentran hacia el
carboxilo terminal. Esta enzima presenta una historia evolutiva
diferente, con “parientes" detectadas en plantas, animales ¥
bacterias; como la glicolato oxidasa peroxisomal de planta
(Volokita y Somerville, 1987), la L-mandelato deshidrogenasa de

Pseudomonas putida, la L-mandelato deshidreogenasa de Rhodotorula
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graminis, la lactato mono-oxigenasa de Mycobacterium smegmatis y
una gran variedad de 2-hidroxidcido deshidrogenasas de rifién de
rata (Fewson y col., 1993; Illias y col., 1998) que oxidan 2-
hidroxidcidos, pere con sustratos que difieren en tamafo,
naturaleza quimica y papel metabdiico. La gran similitud gue
guardan estas enzimas entre si, se manifiesta en los experimentos
de mutagénesis dirigida al sitio de unién al flavocitocrome b de
la enzima de 5. cerevisiae, en los cuales una doble mutacién de
Ala-198 por glicina y leucina-230 por alanina, resultd en una
enzima con una actividad de L-mandelato deshidrogenasa 400 veces
mayor gue la enzima nativa (Sinclair y col., 1998). Sacharomyces
cerevisiae presenta ademds una D-iLDH; ésta se encuentra en la
mitocondria, aunque no se sabe si estd uanida a la membrana. La
enzima c¢onsta de un solo polipéptide y no presenta ninguna
homologia c¢on la L-ilDH presente en el misme organismo (Lodi vy
Ferrero, 1993). Cabe mencionar que al buscar mediante computadora
alineamientos de secuencias de iLDH de bacterias y levaduras, no
encontré regiones de similitud. Del mismo modo, al intentar los
alineamientos entre L-iLDH y D-iLDH, tampoco encontré similitudes
en 1la secuencia. Esto concuerda con lo gque sugieren Taguchi vy
Ohta (1991), esto es: existe una familia de 2-hidroxiacido
deshidrogenasas especificas para el isémero D. En la tabla III se
presentan algunas caracteristicas de las iLDH bacterianas y de

levaduras.

iLDH en Euglena gracilis.
Se ha reportado que el protista E. gracilis tiene una actividad de
D-iLDH, gque se encuentra en la fraccién particulada, es
dependiente de zinc e independiente de piridin nucleétidos. El L-
lactato también se oxida pero a velocidades mas bajas (Price,
1961). La actividad enzimitica se localiza en la mitocondria, la
oxidacién del lactato se lleva a cabo a velocidades muy altas y se

encontrd acoplada a la fosforilacién oxidativa: los electrones de
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Tabla III. Tipos de Lactato deshidrogenasa y su relacion con algunas mandelato
deshidrogenasas (MDH) y otras 2-hidroxidcide deshidrogenasas independientes de

piridin nucledtidos.

Organismo I Enzima | Localizacidn
Depandientes de FMN, Mr = 44000. Procariontes
Pseudomonas putida L-MDH Membranal
Acinetobacter calcoaceticus ° L-MDH Membranal
A. calcoaceticus © L-LDH Membranal
Escherichia coli © L-LDH Membranal
Dependientes de FMN (flavocitocromos), Mr = 59000. Eucariontes
Espinaca © Glicolato oxidasa Mitocondria
(soluble)
Mycobacterium smegmatis ! L-lactato monooxigenasa Soluble?
Sacharomyces cerevisiae & L-LDH Mitocondria
(soluble)
Rhodotorula graminis B L-MDH Mitocondria
(soluble)
Hansenula anomala’ ' L-LDH Mitocondria
(soluble}
Dependientes de FAD, Mr = 60000. Procariontes
A. calcoaceticus ? D-LDH Membranal
A. calcoaceticus © D-MDH Membranal
E. coli | D-LDH Membranal
Paracoccus denitrificans " D-LDH Membranal
Megasphaera elsdenii " D-LDH Membranal
bDependientes de FAD {(flavocitocromos), Mr = 64040. Eucariontes
Sacharomyces cerews:ae 1 D-LDH f membranal?

*1Itias y cot., 1998; bye, ; Allison y col., 1985a; 1985b; Fewson y col., 1993, Haugaard 1959; "Volokita y
Somerville, 1987 Mu y col,, 1994; lilias y col., 1998;; ¥Daum y col., 1982; Fewson y col., 1993; Gondry y
Lederer, 1996; Fewsonyco! I993) Chapmany col, 1991; Fewson y col,, 1993); bk Allison y col,,
1985a; 1985b; Fewson vy col., 1993; 'Futai, 1973, Pratt y col., 1979; Garvie, 1980, Fewson y col,, 1993;
™Zboril y Wemerova, 1996; “Olson y Massey, 1979; °*Lodi y Ferrero, 1993.

~

la oxidacién del D-lactato entran a la cadena transportadora de la
mitocondria de FEuglena al nivel de la ubiquinona. Ademéds, la
oxigacién del L- y D-lactato presenta entre un 50-%90% de
resistencia a antimicina; por lo que, se propuso gue la oxlidacién
del lactato procede via una cadena transportadora de electrones
alterna e independiente al citocromo bc; que es sensible a
antimicina (Buetow, 1989; Moreno-Sanchez y cel., 2000).

El que la actividad de ilLDH presente en las mitocondrias de
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E. gracilis tenga como probable aceptor natural de electrones a
una’ quinona, hace suponer gque tiene cierta similitud con las
enzimas encontradas en los sistemas bacterianos; ademas de que E.

gracilis es de los eucariontes con mitocondrias mas primitivos.

Euglena gracilis como modelo para el estudio evolutive del

metabolismo mitocondrial.

Euglena gracilis es un organismo muy interesante por las
caracteristicas que comparte con animales y plantas superiores,
ademas de las que son exclusivas de su grupo, comoe la de cbtener
energia por medio de la fermentacién de ésteres de cera, acetato,
succinato, glutamato-malato, glucosa e incluso etanel. En ambos
casos varia la naturaleza de las moléculas orgénicas utilizadas vy
de los factores de crecimiento requeridos. Incluso, las diferentes
cepas de Euglena gracilis se diferencian entre si, ya gque algunas
tienen la capacidad de crecer en galactosa y otras no, tienen
necesidades organicas diferenciales respecto de aminodcidos,
purinas, pirimidinas y factores de crecimiento, seguin si se
desarrollan heterotréficamente o fototréficamente y presentan una
amplia capacidad biosintética, por lo cual necesitan incorporar
ademas nutrientes inorganiceos (Buetow, 198%3).

Como se dijo, los protozoarios mas primitivos con
mitocondrias se agrupan en el phylum Euglonozoa, gue incluye
familias como los kinetoplastidos (géneros Trypanosoma, Crithidia
y Leishmania) y los euglénidos (Euglena y Astasia). la relacion
evolutiva entre los géneros Euglema y Trypanosoma se ha
establecido por alineamientos de secuencias de cDNA que codifican
la regién para el factor de elongacion-la (Nordnes y col., 1994y y
por alineamientos de RNAr {Linton y col., 1999) entre otras. De
mayor interés son el estudio del gen mitocondrial de la subunidad
I de la citccromo oxidasa (COI} y el del gen nuclear de la

proteina de choque térmico hsp6l (figura VI). Mismos que han
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Figura VI. Reconstruccién filogenética de dos genes mitocondriales de algunos
lineas eucaridticas, que dan evidencia de la cercania entre Euglena y los
tripancsomdtidos. A, Arbol de la COI de archaebacterias, protistas, plantas,
nongos y animales. Las secuencias presentan mas del 50% de amincdcidos idénticos
conservados (Tessier y col., 1997): B, Arbol de la Hsp60.
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revelado una gran afinidad filogenética de la mitocondria de
E. gracilis con leos kinetoplastidos (Yasuhira y Simpson,
1997). Los generos Euglena y Trypanosoma estan considerados
en una de las primeras ramas de organismos con mitocondrias y
los reportes sugieren gue el genoma mitocondrial coexistié
con el genoma nuclear desde gque se establecid la primera
simbiosis en los euglenoides; esto es, una bacteria en un
eucarionte (Palmer y Delwiche, 1996). Las grandes similitudes
gendémicas y de la maquinaria para generar ATP entre la
mitocondria y Rickettsia prowazekii indican claramente que el
ancestro de la mitocondria fue una a-proteobacteria {Miller y
col., 1998).

Las diferencias biocldgicas y metabdélicas mas notorias,
sugieren, sin embargo, gue el antecesor de vida libre de la
mitocondria siguidé otro camino y que las similitudes
metabdlicas reflejan una estrecha convergencia evolutiva
{Miiller y Martin, 1999).

Probablemente, el género Euglena no obtuvo directamente
del primer evento endosimbidtico {procarionte/eucarionte} la
maguinaria necesaria para llevar a cabo la fotosintesis, como
si sucedié en plantas supericres. Al parecer la célula
hospedera de este endosimbionte secundario (un eucarionte gue
engulle a otro eucarionte), tenia que ver con un protozoario
que se cree evoluciond en paralelo con los tripanosomdtidos

(Palmer y Delwiche, 1996}.

Maetabolismo mitocondrial de Euglena gracilis.

Las mitocondrias de E. gracilis tienen aspectos
metabdlicos unicos ¢ poco comunes con respecto a mitocondrias
de otros organismos, como la utilizacién de acido y-
aminobutirico en coneccidn con un c¢icle de los acidos

tricarboxilicos modificado (CAT) Yy una via para la




utilizacidn de glicolato. En la mitocondria también se lleva
a cabo la sintesis de paramilo, un glucano con enlaces f-1,3
que se utiliza no sélo como una reserva de energia sino
también como una fuente directa de carbono en la sintesis de
muchos constituyentes celulares (Buetow, 1989},

Una diferencia considerable en las mitocondrias de
Euglena con respecto a eucariontes superiores es la ausencia
de la piruvato deshidrogenasa; el piruvato producido por la
glucdlisis entra a la mitocondria y es transformado a acetil-
CoA por la piruvato/NADP+ oxido reductasa (Inui, 1984). Esta
enzima se inhibe fuertemente por el oxigeno y parece ser
clave en la sintesis de &cidos grasos de la mitocondria bajo
condiciones anaerébicas; esto indica que en <condiciones
aerdébicas esta enzima se encuentra inactiva y no puede
generarse acetil CoA a partir de piruvato para alimentar al
CAT.

En las mitocondrias, tanto de animales como vegetales,
el 2-oxoglutarate es convertido a succinato. La
transformacidn de 2-oxoglutaratc a succinil-CoA es catalizada
por el complejo nmultienzimdtico de la 2-oxoglutarato
deshidrogenasa. El paso de succinil-CoA a succinato es
catalizade por la succinil-CoB sintetasa (también llamada
tiocinasa); en una reaccidén en la cual, la energia del enlace
tioéster es conservada como energia quimica gque se usari para
fosforilar GDP en la mitocondria de animales o ADP en 1la
mitocondria de plantas. En contraste, en la mitocondria de E.
gracilis y como se observa en la figura VII, el 2-
cxoglutarato es oxidado a succinato en dos reacciones, via
semialdehido succinico. La primera reaccidén es catalizada por
la 2-oxoglutarato descarboxilasa la cual es dependiente de
pirofosfate de tiamina, la reaccidén produce semialdehido
succinico a partir del 2-oxoglutarato (Shigeoka y col.,

1991). Existen dos semialdehido succinico deshidrogenasas,
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una gque usa NAD+ y la otra usa NADP+, mismas gue catalizan la
conversién de semialdehido succinico a succinato y NADH(P),
pero sin la produccién de GTP. Esta ruta de oxidacién del 2-
oxoglutarato a succinato explica por qué en mitocondrias
intactas de E. gracilis el semialdehido succinico actiia como
un buen sustrato respiratorioc (Buetow, 1989).

En E. gracilis y en algas verdes, la primera enzima de
la via del glicolato es la glicolato deshidrogenasa, mientras

que en las plantas la primera enzima es la glicolato oxidasa

Glicolisis Figura VIL Ciclo de los scidos
tricarboxiticos (CAT) asociado a la
Piruvato lanzadera de GABA (acido y-
PDH (NADP % aminobutirico), ia cual le provee de

glutamato. Los pasos individuales
son designados como CAT-1 al

Oxaloace CAT-8. Las enzimas involucradas

son: CAT-1, citrato sintasa; CAT-
T8 WADH (NADPH } CAT 2, aconitasa; CAT-3, isocitrato
deshidrogenasas especificas para

NAD*{ADP " [ o | NAD+y NADP+; CAT-4, 2-
oxoglutarato descarboxilasa
carz | dependiente de TPP; CAT-5,
semialdehido succinico
T3

Acetil-CoA

CA

CAT.?

deshidrogenasas especificas para
NAD+ y NADP+; CAT-6,
succinato deshidrogenasa; CAT?,
NAD" (NAP "} fumarasa y CAT-8, malato
deshidrogenasa unida a NAD+y
o probablemente a NADP+. Basado
en Buetow, 1989.

CATE NADH [NADPH )
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(Buetow, 1989). En Euglena gracilis la enzima glicolate
oxidoreductasa estd asociada a la glutamato-glioxilato
aminotransferasa y se encuentra tantoc en cloroplastos ¥y
mitocondrias (Lord y Merret, 1971), como en microsomas
{Yokota vy Kitaoka, 1979). Aproximadamente el 25% del
glioxilato formado por la glicolato deshidrogenasa es
transaminade a glicina por otra enzima mitocondrial,
glutamato-glioxilato amino-transferasa. E1l 75% de glioxilate
remanente se metaboliza fuera de la mitocondria a CO2 Y
formato (Yokota y Kitaoka, 1980). El metabolismo del
glicolato es regulado por la disponibilidad de una fuente de
nitrégeno como el sulfato de amonio y esta regulacién ocurre
en el paso de la oxidacién del glicolato. E. gracilis puede
usar el glicolato como una fuente de carbono para crecer en
condiciones aerodbicas o anaerdbicas (Collins y Merret, 1974;
Yokota y Kitaoka, 1980).

Cadena respiratoria y sintesis de ATP.

La organizacién de la cadena respiratoria de las
mitocondrias de E. gracilis es compleja. E1 transporte
electrénico mitocondrial via citocrome oxidasa sensible a
clanurc, es similar aparentemente al que se encuentra en
mitocondrias de animales y plantas. Pero, a diferencia de las
mitocondrias de mamifero, y a semejanza de las mitocondrias
de plantas y de ciertos microorganismos, las mitocondrias de
E. gracilis oxidan NADH externo y contienen una via de
transporte de electrones resistente a cianuro (Devars y col.,
1992; 1998). Ademé&s, Euglena contiene vias adicionales para
la oxidaciéon de NADH, glicolato, glicina y lactato acopladas
al bombeo de protones, lo cual se acopla a la produccidén de
ATP. Dada la carencia de ciertos sistemas enzimdticos

(principalmente la piruvato Y 2-oxo-glutarato
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deshidrogenasas) podria pensarse que la mitocondria de E.
gracilis es deficiente en cuanto a la obtencidén de energla.
Especificamente, el que la mitocondria de Euglena carezca de
una piruvato deshidrogenasa activa en condiciones aerébicas
impide gque el CAT se alimente de acetil-CoA proveniente de
piruvate de 1la glucédlisis: por lo que la obtencidén de ATP a
partir de sacdridos seria muy pequefa Y la energia acumulada
en el lactato formado no seria aprovechada totalmente por la
célula.

Sin embargo, se ha reportado que las mitocondrias de
EBuglena oxidan D- y L-lactato a unas velocidades muy altas
(Uribe y Moreno-54anchez, 1992). Price {1961} fue el primero
en obtener evidencia de 1la existencia de una lactato
deshidrogenasa particulada en Euglena, independiente de
piridin nucledtidos (iLDH) y que se encuentra acoplada a la
fosforilacién oxidativa. Esta actividad también se ha
taracterizado en sistemas respiratorios bacterianos (Garvie,
1980). La iLDH tiene un importante papel en la obtencién de
energia, ya que esta enzima podria oxidar al lactato que se
acumulara en condiciones aerdbicas por la carencia de una
piruvate deshidrogenasa. E1l piruvato generado por esta
oxidacién probablemente sea utilizado para iniciar 1a
gluconeogénesis o entrar a la via del glicolato como
hydroxipiruvato (Buetow, 1989). Ademds, se ha observado que
la oxidacién de D- y L-lactato esta acoplada a la cadena
respiratoria principal y que es parcialmente resistente a
antimicina, lo que sugiere que esta enzima puede estar
también acoplada a una via alterna (Uribe y Moreno-Sanchez,
1992; Devars y col., 1998). Buetow, propuso que la oxidacién
de lactato procedia al nivel de quinona, en gran parte via
una cadena transportadora de electrones alterna, la cual es
independiente del compleje bc; (insensible a antimicina). La

via presenta también dos sitios de fosforilacién: uno el




acoplado al flujo de electrones de los Citocromos a y a3 al
oxigeno y, el otro, con un flujo de electrones del citocromo
b al citocromo ¢, como ocurre en algunas levaduras (Daum ¥
col., 1982; Chapman y col., 1991; Fewson Yy col., 1993; Lodi y
Ferrero, 1993; Mih y col., 1994; Gondry y Lederer, 1996).
También se produce una pequefia oxidacidén de lactato por
la via insensible a cianuro que contiene una oxidasa alterna
(como en plantas). Sin embargo, el propil-galato, un
inhibidor de esta via, sélo inhibe parcialmente el consumo de
oxigeno en Euglenas cultivadas en lactato, lo cual indica que
esta oxidasa alterna de Euglena presenta diferencias con
respecto a la de plantas. Por ejemplo, la oxidasa alterna de
E. gracilis al ser alimentada con lactato genera un potencial
sensible a desacoplantes, suficiente para transportar calcio
al interior de la mitocondria (Moreno-Sanchez y Raya, 1987);
esta caracteristica es semejante a la encontrada en
Paracoccus denitrificans, cuya oxidasa terminal funciona como
una bomba de protones (de Gier y col., 1994). En la figura
VIII se muestra un esquema con las vias de transferencia de

electrones presentes en E. gracilis.
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Figura VIil. Esquema postulado para las miltiples vias de transferencia de electrones en las
mitocondrias de £. gracilis. |, D o L-lactato deshidrogenasa independiente de piridin nucledtidos
(iLDH}). 2, succinato deshidrogenasa. 3, NADH deshidrogenasa insensible a rotenona. 4, NADH
deshidrogenasa. 5, Complejo be), {sensible a antimicina). 6, citocromo ¢ oxidasa (sensible a
cianuro). 7, oxidasa terminal resistente a cianuro (sensible a DPA, nPG, SHAM). 8, via alterna
fosforilante. Basado en Buetow (1989) y Moreno-Sanchez y col. (2000).




ANTECEDENTES.

La tecoria endosimbiética del origen evolutivo de las
células eucaridéticas postula que los organelos eveluciconaron
de procariontes de vida libre. Asi, las mitocondrias han
evolucionado de organismos que tlenen semejanzas con las
actuales bacterias aerdbicas. E. gracilis es un protista que
se ha clasificado como uno de los primeros eucariontes con
mitocondrias.

Lord y Merret (1971) estudiando a la glicolato oxido-
reductasa, reportaron que los homogenados crudos de Euglena
oxidaban de D-lactato y glicolate pero no de L-lactato, y que
estas oxidaciones eran llevadas a cabo por distintas enzimas,
a diferencia de muchas algas en las que una misma enzima
puede oxidar ambos sustratos (Lord y cel., 1971). La Ky para
la actividad de D-iLDH en estos homogenados fue de 6.6 mM.
Sin embargo, en estudios hechos sobre la distribuciédn de la
glicolato deshidrogenasa en mitocondrias y microsomas, Yokota
y Kitaoka (1979) reportaron gue habia actividad de iLDH con
ambos isémeros del lactato tanto en mitocondrias como en
microsomas, ambas actividades resistentes a 1 mM de CN°. En
otros trabajos con mitocondrias de E. gracilis (Mereno-
Sanchez y Raya, 1987; Uribe y Moreno-Sanchez, 1992; Devars y
col., 1998) se describen actividades de iLDH c¢on L- y D-
lactato acopladas a la formacidn de un gradiente
electroguimico suficiente para la entrada de calcio a la
mitocondria y la sintesis de ATP. Sin embargo, en ningin
trabajo de los antes mencionados se dan parametros cinéticos
de estas actividades, ni se describe si la actividad de iLDH
se debe a una enzima con afinidad por ambos sustratos o si se
trata de dos enzimas esterec-especificas. Recientemente, se

describieron en mitocondrias de E. gracilis actividades de
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iLDH para ambos isdémercs del lactato, reporténdose Kaisy de
0.5 y 0.7 mM y Vg5 de 55 y 318 ng atomo de O/min/mg prot.
con L- y D-lactato respeétivamente. Ademas, se reporté que en
particulas submitocondriales las actividades son inhibidas

por oxalatc y oxamatoc (Uribe, 1998).

Ya que la oxidacién de L- y D-lactate en las
mitocondrias de E. gracilis se lleva a cabo a diferentes
velocidades, que la actividad enzimatica se encuentra unida a
membranas y se acopla a la cadena respiratoria, ademas de ser
semejante a otras muchas de sistemas bacterianos, planteamos

la siguiente:
HIPOTESIS

Las miteocondrias de E. gracilis poseen deshidrogenasas

especificas los isoémeros del acido lactico.




OBJETIVOS.

Objetivo general:

Determinar las propiedades cinéticas de la iLDH de Euglena
gracilis.
Objetivos particulares:
a) Idenlificar la localizacion de la iLDH en la mitocondria.
b) Determinar la naturaleza quimica del aceptor natural de
electrones.
c) Caracterizacién cinética y termodinamica de la(s)
enzima(s) iLDH.

i) Determinar el mecanismo cinético de la enzima, su Ks
para lactato, su Vmax y el efecto de varios inhibidores (tipo
de inhibicidn y Ki).

ii) Calcular los pardmetros termodinamicos de la
reaccién catalizada por la(s) enzima(s).

d} Determinar las constantes de velocidad de la inactivacidn

térmica de la{s) enzima(s).
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METODOS .

Cultivo y cosecha de E. gracilis. Se utilizé la cepa de E.
gracilis Klebs, originalmente obtenida en 1986 de la
coleccidn del departamento de Parasitologia de la Escuela
Nacional de Ciencias Biclégicas del IPN. Esta cepa, tiene un
tiempo generacional de 10-14 horas, tendencia a blanquear a
35°C e incapacidad para crecer con galactosa como fdnica
fuente de carbono. Estas caracteristicas se relacionan con la
cepa Z de E., gracilis. Las c¢élulas se han cultivado en la
obscuridad per varios afios en un medio con glutamate y malato
como fuente de carbono (Moreno-S&nchez y Raya, 1987). Estos
cultivos se crecieron en matraces Erlen-Meyer de 1 litro a 25
+ 1°C, con agitacién a 125 rev/min en la oscuridad. Las
células se cosecharon en la fase logaritmica de crecimiento

(3.5 dias}.

Preparacién de las mitocondrias. Se prepararon como reportd
Moreno-Sadnchez y Raya (1987), con algunas modificaciones
descritas de manera breve a continuacién. Las células se
cosecharon a los 3.5 dias por centrifugacién a 1000 = g por
10 minutos, se resuspendieron y se lavaron en un medio que
contiene Sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM y EGTA 0.5 mM a pH 7.3
(Medio SHE). Todos los procedimientos a partir de éste se
realizaron a 4°C. El namero celular se determind por conteo
en una camara de Neubauer, inmovilizando a las ¢élulas con la
adicién de HCL al 10%. Las células (2x10%) se resuspendieron
en 25 mlL de medio SHE, con 0.4% (p/v) de albumina de suero de
bovino deslipidada (BSAd). Esta suspensidn se sonicd en bafo
de hielo, a 18-20p de amplitud (50-60% del méximo} con tres

pulscs de 10 s cada unc e intervalos de 1 minuto entre cada
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pulso con un sonicador Soniprep 150 {(MSE Ltd, Crawley,
Sussex). El diametro del vastago del sonicador fue de 12 mm
de didmetro. La suspensidén se centrifugé a 1000 x g por 10
min. El botén se deseché y el sobrenadante se centrifugd a
7000 x g por 10 minutos. Las mitocondrias sedimentadas fueron
resuspendidas en medio SHE e incubadas con ADP 1mM y BSAd al
0.5% por 10 minutos y posteriormente se centrifugarcon a 7000
x g por 10 min. Las mitocondrias fueron resuspendidas en

medio SHE BSAd al (0.2%.

Determinacién de proteina. La proteina fue determinada por el
método de biuret en presencia de 0.066% de desoxicolato de
sodio, wutilizando BSA como estandar. La preparacién se
centrifugd a 3500 r.p.m. por 10 min para eliminar la turbidez

ocasionada por la presencia de paramilo.

Determinacidén de la actividad de ilDH. Las actividades de L-

iLDH y D-iLDH fueron medidas espectrofotométricamente a una A
de 600 nm a 30°C en presencia de KCl 120mM, MOPS 20 mM y EGTA
ImM a pH 7.6 (Medic KME), metasulfato de fenazina {PMS} 0.20
mM, diclorefenol-indolfenol (DCPIF) 0.20 mM, como el aceptor
artificial de electrones y con 30-50 pg de proteina
mitocondrial. La reaccitén se inicié con la adicién de L- o D-
lactato. Cuando el aceptor de electrones fue Ql, las
mitocondrias se incubaron con ADP 1 mM, Mg?* 1mM y BSAd ai
0.2% (p/v), a 25°C durante 15-20 minutos. F] ensayo se llevd

a cabo en presencia de 10 mM de azida a una A de 273 nm.
Efecto del pH. Para obtener el pH optimo se midié la

actividad de iLDH con ambos isémeros a 30°C. El pH indicado

se obtuvo con la mezcla de amortiguadores MES/Hepes/Tris a
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una concentracidn de 10 mM para cada uno de ellos. Para los
estudios de estabilidad de la iLDH, se incubaron las
mitocondrias durante 5 min. a los valores de pH de 5 a 9 y se
midié después la actividad a pH de 7.6 a 30°C. La
interseccidén de la V, aparente con la pendiente {m=1) de la
figura 1B nos da el valor aproximado del pKa de los

aminocacidos involucrados en la catdlisis.

Estudios termodinidmicos de la iLDH. Las actividades de iLDH
se midieron con 100 pg de proteina mitocondrial, con las
concentraciones de L- y D-lactato a temperaturas de 20,25,30

y 35 °C.

Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima.
Se pre-incubaron de 50 a 100 pg de proteina mitocondrial en
presencia o en ausencia de los ligandos, a temperaturas entre
45-90 °C y tiempos entre 10 s y 15 min. Posteriormente la
actividad de iLDH se midié a 30°C con L- & D-lactato, segun

se indica en la figura.

Transporte de lactato a través de las mitocondrias. El
transporte de lactate se realizé con base en la metodologia
utilizada por Wanders (1985). Brevemente, se incubaron 1.5-2
mg de proteina mitocondrial de E. gracilis en frascos de 25
mL, con 600 pL de medioc KME, ['“C]-L-lactato 1mM (60,000 cpm},
y Se incubaron a 25°C a diferentes tiempos, la muestra se
colocd sobre una capa (300 pL} de aceite de silicdén con una
densidad de 1.028 g/mL a 25°C que las separa de un volumen de
300 pL de Aacido percilorico al 30% (PCA), la reaccidn se pard
por centrifugacién a 14,000 r.p.m. en una centrifuga

Eppendorff refrigerada a 4°C. Se colecté la fase del PCA o




acuosa y se mididé la radiocactividad en un <contador de

centelleo.

Extraccién con detergentes. Se realizaron solubilizaciones
con diversos detergentes tales como CHAPS, Octilglucésido,
Lubrol, Tritén X-100, Tween 20 y Desoxicolato de sodio a
diversas relaciones de detergente/proteina (x/7 mg de prot).
Las muestras se colocaron en tubos Eppendorff y se agitaron
durante 3 min. en bafio de hielo en un Vortex (Daigger genie
2) a la potencia maxima. La muestra se centrifugé a 14,000
r.p.m. durante 2 min. en una centrifuga refrigerada
Eppendorff, se separaron el sobrenadante y el precipitado y
se midieron las actividades con L- y D-lactato como se

describid previamente.
Analisis de datos.

Estudios tarmodinadmicos. Se obtuvieron las K, para los dos
isbmeros a cada temperatura y se graficaron las K, vs 1/T, de
acuerdo a la ecuacién:

-log Ks = (AH°/2.3R)x(1/T)}~-( AS®/2.3R)

donde AH® es la entalpia, AS° es la entropia, R es la
constante de las gases y T es la temperatura absoluta.

Considerando condiciones de equilibrio rapido con los valores
de K, podemos obtener a partir de la pendiente el AH® y de la
ordenada al origen el AS°.

Ademds con la siguiente ecuacién:

AG®= AH°-TAS,

podemos calcular el AG® para la reaccién de discciacién del

complejo enzima-sustrato (Segel, 1975).
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Efecto de la temperatura. El logaritmo de las velocidades
obtenidas a las diferentes temperaturas se graficaron vs
tiempo, de acuerdo con la ecuacidn:

log v = log vo~l{kinse £/2.303),

donde vy es la velocidad de la enzima sin incubacién previa;
Kinac: ©$ la constante de inactivacién por calor y t, es el
tiempo al cual se incubaron las mitocondrias.

De manera que a partir del valor de la pendiente se obtuviera
la kinec para cada temperatura.

Los valores de kij. Se graficaron entonces vs el inverso
de la temperatura absoluta, para calcular la energia de
activacidn de la desnaturalizacién por medio de un grafico de
Arrhenius, de acuerdo a la ecuacién:
log kipac =—{Ea/2.3R)(1/T)+ log vp
donde Ea es la energia de activacién para la

desnaturalizacidén.

Determinacién de los parametros cinéticos. Los parametros
cinéticos (Kn y Va) se calcularon a partir de los graficos de
regresién no-lineal, editande la ecuacién de Michaelis-Menten
en el programa de cémputo Microcal Origin.

Los tipos de inhibicién y los valores de K; se calcularon a
partir de los graficos de Dixon-Webb, dobles reciproces, 6
editando las ecuaciones correspondientes en el programa de
coémputo Microcal Origin para los tipos de inhibicién
competitivo, no competitivo y mixto, segun se indique en la
figura correspondiente.

Los mecanismos cinéticos de reaccién se obtuvieron a
partir de las graficas de dobles reciprocos 6 editando las
ecuaciones para equilibrio rdpido de los mecanismos cinéticos
al azar, ordenado y ping-pong en el programa de computo

Microcal Origin.
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Las ecuaciones editadas que se utilizaron para el
andlisis de los datos, considerando condiciones de equilibrio
répido, fueron:

Michaelis-Menten:
ve Vp * S / K.+ 8
Inhibicidn competitiva:
v=Vp*r S/ (K * (1+(I / K)) + S
Inhibicién no competitiva:
v=_8*V/ (1l+ (I/K)) /I Ke+ S
Inhibicidén mixta:
v=2358* /{1 + (I /{a* Kj))/
Ke* (1 + (I / Ky / (1 + (L / (@a* K)) + 8
donde v es la velocidad, $ es la concentracién de sustrato, I
es la concentracién de inhibidor, K, es la constante de
disociacidn del complejo enzima-substrato, K; es la constante
de inhibicidén, Vy es la velocidad maxima y @ es el factor en
la inhibicién mixta gque influye sobre la afinidad de la
enzima por su sustrato.
Mecanismo cinético al azar:
v=Vm*A*B/ aKsa* Kg (aKy * B) + (aKz * A) + (A * B)
Mecanismo ordenado:
v="V.* (A*B) /K * Kgt+ (Kzg*RA) + (A *B)
Mecanismo ping-pong (doble desplazamiento)
v=~V,*A*B/ (Kg*RA) + {Kn * B} + (A * B)

Analisis estadistico.
Todos los analisis estadisticos se hicieron con muestras
independientes, a mencs que se indique lo contrario,

utilizando la prueba de t de student.
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RESULTADOS .

Las mitocondrias de E. gracilis son capaces de oxidar a
los dos isémeros del lactato por medio de una iLDH, al igual
que lo hacen algunos sistemas bacterianos ya descritos
anteriormente. En esta tesis investigamos mediantc cstudios
cinéticos y termodindmicos si la oxidacién del lactato se
lleva a cabo por una iLDH inespecifica que oxide L- y D~
lactato, o bien, si existen de enzimas estero-especificas.

Para lograr este objetivo se aislaron las mitocondrias
intactas, las cuales se obtuvieron por sonicacién de las
células y pesterior centrifugacidn diferencial. Las
mitocondrias con L-lactato 10 mM como sustrato tuvieron un
consumo de oxigeno en el estado 3 de 177 % 21 ng atomo de
oxigeno/min/mg proteina, el consume de oxigeno estuvo
acoplado a la sintesis de ATP (205.5 % 11 nmol/min/mg prot),
el ADP/O fue de 1.07 * 0.1 y con un control respiratorio de

2 + 0.1, con una n=14 (Moreno-Sanchez y col., 2000).

Efecto del pH. Para obtener el intervale de pH para una
actividad éptima en la oxidacién del lactato, asi como para
determinar una posible diferencia en la oxidacién de los dos
isémercos, medimos la actividad de iLDH en las mitocondrias
intactas a diferentes valores de pH. Observamos que no
importando el valor de pH la actividad con D-lactato siempre
es mayor que la actividad con L-lactato. Con estos valores se
determiné que 1la D-iLDH tiene una actividad méxima en un
intervalo de pH entre 6.6 y 7.8, con un ligero aumento a pH
de 7.3. La L-iLDH tiene un intervalo de pH éptime entre 6.8 y

7.6, con un aparente maximo a pH de 7.3, por lo que todos los
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experimentos posteriores se hicieron a un pH entre 7.3 y 7.6
{Figura 1).

Se hicieron también estudios de estabilidad de la iLDH
pre-incubando a las mitocondrias a diferentes pH’s durante 5
minutos y midiendo la actividad a pH de 7.6. Como se observa
en la Fiqura 1 (lineas puntcadas) las actividades de L- y D-
iLDH disminuyeron cuando las mitocondrias se pre-incubaron a
valores de pH entre 5 y 7.3, y fueron estables a pH's entre 7
Y 8. A valores mas altos (de pH 8 a 9) la actividad de D-iLDH
empez{ a decaer nuevamente mientras que la estabilidad de la
L-iLDH se mantuvo ya que la actividad fue mayor con respecto

a la que se mididé a esos pH's sin incubacién previa.
Parametros cinéticos.

Oxidaciéon del lactato. La oxidacién de los dos isémeros
del lactato presenta una cinética de tipo michaelianc, con
una afinidad (K,) similar. Sin embargo, la velocidad mdxima

siempre es mayor con D-lactato (Fig. 2A y Tabla 1).

Aceptores de electrones de la iLDH. En los sistemas
bacterianos en los cuales se han descrito actividades de iLDH
se ha Ireportado que' el” DCPIP es el aceptor de electrones
mejor utilizade (Garvie, 1980;). Las cinéticas que se
realizaron a concentraciones variables de DCPIP con
concentraciones saturantes de L- o D-lactato en las
mitocondrias de E. gracilis, demuestran que la afinidad por
el DCPIP es similar en la oxidacidén del L- y D-lactato (Fig.

2B y Tabla 1). Se observa también una inhibicién por DCPIP a

concentraciones arriba de 180-200 uM.
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Figura |. Efecto del pH. Actividad de la deshidrogenacién de L-lactato (W) y de D-lactato (O) a
diferentes valores de pH. Las lineas punteadas representan la actividad enzimética a pH de 7.6
después de pre-incubarse durante 5 minutos a tos valores de pH indicados.
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Tabla I. Pardmetros cinéticos obtenidos de la oxidacién del L- y D-lactato en las mitocondrias
de £, gracilis. La temperatura de los ensayos fue 30°C y el pH de 7.6, condiciones que se
mantendrin constantes a menos que se indique to contrario. Los valores indican ¢l promedio +
error estandar. El nimero entre paréntesis es el nimero de experimentos.

L-lactato D-lactato
K, (M) 2.6 £ 0.5 2.8+ 0.3
{3) {4)
Va {nmel DCPIP ,../min/mg 283 + 19 417 + 23 *
prot} (3) (43
K, pcrre (M) 21 (2) 18 (2)
K, Q1 (pM) 26 £ 8 (3) 23 £ 2 {3)
Va 795 £ 192 (3) 1618 + 306 (3}
(nmol Q1 ../min/mg
prot)
* D-Lac vs L-Lac P<0.05

Se ha reportado para algunas bacterias que las iLDH's que
estan unidas a la membrana forman parte de la cadena
transportadora de electrones y tienen como aceptor natural de
electrones a la poza de quinonas disponible en la cadena
respiratoria (Ingledew y Poole, 1984). En las mitocondrias de
E., gracilis se ensayaron también diferentes tipos de quinonas
como aceptores de electrones como la Ql, gue presenta un
grupo isoprencide de cince carbonos en la posicién 5 del
anillo de la quinona, la Q2 que tiene dos grupos isoprenoides
en la misma posicidén 5 y la DBQ (decilbenzogquinona) que tiene
un grupe de diez carbonos alifaticos en la posicién 5 del
anilleo de quinona. Las quinonas mas hidrofébicas (Q2 y DBQ)
no fueron buenos aceptores de electrones en la oxidacién de
los dos isdmeros del lactato, mientras que la Q1 si lo fue.
Las cineticas realizadas variande la concentracién de Q1,

indican gue hay afinidades similares 4z la 1ILDH por este
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Figura 2. Cinética de la deshidrogenacién del lactato en las mitocondrias de E. gracilis. (A) de
L- y D-lactato. (B) Reduccion del DCPIP y (€) Reduccion de Q1. Las cinéticas de los aceptores de
electrones se hicieron a concentraciones de L-lactato 20 mM (M) 6 D-lactato 20 mM (O). La grafica

es el promedio de 3 experimentos * error estandar.
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aceptor de electrones a concentraciones saturantes de ambos
isémeros. Sin embargo, al igual que con DCPIP, la mayor

velocidad se obtiene con D-lactato (Figura 2C).
Transporte de lactato a través de las mitocondrias.

Una pregunta a contestar fue si el lactato necesitaba
entrar a la mitocondria para ser oxidado, ya que pudiera ser
que el transporte del lactato fuera més lento que su
deshidrogenacién y la velocidad de deshidrogenacién medida
estuviese limitada por la actividad del transportador.

Para resolver este problema se midié el transporte de
[Y¢]-L-lactato a través de las mitocondrias de E. gracilis.
Esto basicamente consistid en incubar a diversos tiempos las
mitocondrias en presencia de [''C]-L-lactato, éstas se
filtraron a través de una capa de silicén, la cual permite
s6lo el paso de las mitocondrias intactas hacia una fase
acucsa con &cido perclérico al 30% en donde las mitocondrias
liberan el lactato internalizado {Wanders, 19835).

La figura 3A muestra el transporte de lactato hacia la
mitocondria. Debido a gque no se pudieron ensayar tiempos
menores, se partié de los 20 sequndos para las incubaciones.
Se obéerva, a pesar de la dispersién debida a la variacién
que se obtiene en la integridad mitocondrial para cada
preparacién, que este transporte es casi lineal hasta los 30
segundos de incubacién.

Se determiné el efecto de algunos inhibidores tanto de
la iLDH, el oxamato y el oxalate, comc el de algunos
transportadores de metabolitos. Entre ellos el mersalyl, la
N-etilmaleimida, el a-ciano-4-hidroxicinamato, que inhiben el
transporte de piruvato, fosfatos, dicarboxilatos, etc.

También se utilizé un inhibidor de la sintesis de ATP, 1la
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estigmatelina, que inhibe al complejo bc,. Se utilizaron
también moléculas que puedan competir con el transporte tanto
del L-lactato como del D-lactato.

La figura 3B muestra que de todes los inhibidores
utilizados, s6lo el mersalyl inhibié significativamente el
transperte de lactatc a través de las mitocondrias (29%). EL
resto de los inhibidores disminuyeron el transporte entre 10
y 1B%.

En la figura 3C se muestran tas actividades de L-iLDH en
presencia de los mismos inhibidores utilizados en el
experimento del transporte. Se determind que el oxalato y el
coxamato, a concentraciones de 2 y 3 mM, inhibieron la
actividad significativamente, 86% y 46% respectivamente. Sin
embargo, los inhibidores del transporte de metabolitos y la
estigmatelina no tuvieron efecto alguno sobre la actividad de

deshidrogenasa.

Parametros termodinamicos de la iLDH.

El cambio en la energia libre estédndar de una reaccidn
puede expresarse por la ecuacidn:
AG®*=-2.3RT log K;
y también por la ecuacidn:
AG®' = AH®-TAS®,
donde AH® es el cambio de la entalpia estandar (energia
interna de un sistema), AS° es el cambio de la entropia
estédndar, y R es la constante de los gases (1.987 cal x mol™
x K'Y. Combinando ambas ecuaciones tenemos que:

log Ks = - (AH°/2.3R) {L/T)+( AS°/2.3R).
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Figura 3. Transporte de lactate hacia las mitocondrias de E. gracilis. A) Transporte del lactato
con respecto al tiempo. B) Efecto de algunos inhibidores sobre el transporte y C) sobre la actividad
enzimatica de la L-iLDH. 1) Control, 2) Oxalato 2 mM, 3) Oxamato 3 mM, 4) Mersaly] 40
nmoi/mg prot., 5) N-etilmaleimida 200 uM, 6) a-ciano-4-hidroxicinamato 100 M, 7) estigmatelina
500 pmoles y, 8) D-lactato 30 mM. El control del transporte fue de 11.220.98 nmel de
lactato/min./mg de prot. La actividad de iLDH fue de 280.7+84 nmol DCPIP 4 /min/mg de prot.
Los datos muestran el promedio * la desviacion estandar de tres experimentos. * P=0.05 vs control,

48




Si se asume un equilibrio rdpide para la interaccidn
enzima~sustrato, los parametros termodindmicos de la reaccidn
de disociaciédn del complejo enzima-sustrato en la
deshidrogenacién del L- y D-lactato pueden calcularse usando
la dltima ecuacién descrita.

En consecuencia, se determinarcon los valores de la K; a
diferentes temperaturas. En la figura 4A y 4B se observa que
conforme se aumenta la temperatura la velocidad maxima
aument® no importando el isémero utilizade, siendo siempre
mayor con D-lactato. La afinidad por el L-lactato disminuyd
conforme se aumentd la temperatura (figura 4A), mientras que
la afinidad para el D-lactatc aumentd (4B). Se obtuvieron los
parametros AG (a 30°C), AH® y AS® de la reaccidén de
disociacién del complejo enzima-sustrato cuando graficamos el
logaritmo de las K, {en concentraciones molares) contra el
inverso de la temperatura absoluta, de acuerdo con la
ecuacién anterior (figura 4A y 4B). Los valores de K; y los

parametros termodindmicos se resumen en la tabla 2.

Efecto del oxamato y oxalato sobre la actividad de la iLDH.

Ei oxamato es un inhibidor clasico de las lactato
deshidrogenasas citosbélicas dependientes de NAD" y de las
iLDH’s bacterianas asociadas a membrana (Garvie, 1980). Se
han reportado constantes de inhibicién (K;) para oxamato en
las iLDH entre 10°% a 10 M y tipos de inhibicién competitivo
y no competitivo dependiendo del organismo (Barnes y Kaback,
1970; Markwell y Lascelles, 1978: Garvie, 1980).

En las mitocondrias de E. gracilis, la deshidrogenacién
de los dos isémeros del lactato también se vio afectada por
este inhibidor. En las figuras 5 y 6 se muestran graficos de

dobles reciprocos con el respective regrafico, en la figura 7
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Figura 4. Parimetros termodindmices de la disociacién del complejo-enzima-sustrato.
QOxidacion de A) L-lactato, B) D-{actato a diferentes concentraciones y temperaturas El valor de las
distintas Ks (en concentracién Molar) obtenidas se graficaron en (C) contra I/T (K™} para obtener
los pardmetros termodinamicos, (W)L-lactato, {C) D-lactato. Los valores son la X £ D.S de al

menos cuatro experimentos.
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Tabla 2. Parimetros termodinimicos de la disociacién del complejo cnzima-sustrato en la
oxidacién de lactato en las mitocondrias de E. gracifis. E} AH se obtuvo de la pendiente y el AS

de la ordenada al origen de la grifica 4B. Los valores son el promedio + desviacion standard de al
menos cuatro experimentos.

L-lactato D-lactato
Ks (mM) Ks (mM)
20°C 2.06 £ 1.2 3.44 + 0.80
25%¢c 2.75 £ 1.2 3.82 £ 0.87
30°¢C 2.45 0.8 3.09 £ 0.89
35°¢
3.08 £ 0.7 3.0 + 0.83
AS (cal/mol K) +1.68 -24.8
AH {Kcal/mol) +4.11 ~4.09
AG 33°c (Kcal/mol) +3.59 +3.42

se presentan graficos de Dixon para L- (fig. 7A) y D-lactato
{fig 7B) respectivamente. El tipc de inhibicién del oxamato
fue competitive para la deshidrogenacién de los dos isémeros
de lactato. Los valores de K; calculados en los graficos de
dobles reciprocos se muestran en la tabla 3A. Los mismos
dates se analizaron para obtener los valores de la K; y el
tipo de inhibicién por regresiones de tipo no lineal (Tabla
3B).

El oxalato es otro inhibidor ya reportade de la iLDH,
con valores de K; desde concentraciones micromolares hasta
milimolares dependiendo el organismo. Sin embargo, se han
reportado tipos de inhibicién competitiva y no competitiva en
las enzimas bacterianas ({Barnes y Kaback, 1979; Garvie, 1980;
Allison y col, 1985) y de tipo mixto en levaduras (Gondry y
Lederer, 1996).

En el caso de las mitocondrias de E. gracilis, mediante
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Figura 5. Efecto del oxamato sobre la actividad de L-iLDH mitocondrial de E. gracilis. (A)
Grifico de dobles reciprocos, el inserto es un grafico de dobles reciprocos donde las rectas se
obtuvieron de los datos generados por la regresion no lineal, Las concentraciones de oxamato se
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la figura SA. La figura es representativa de 7 experimentos.
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graficos de dobles recipreocos y de regresidén nc lineal, se
determind gue el tipo de inhibicidn es mixto. En las figuras
8 y 9 se muestran los graficos de dobles reciprocos y en la
figura 10 los graficos de Dixon para el L- y D-lactate. De
manera interesante, se encontrd que los valores de K; eran
distintos segin el isdmerco de lactato utilizado, siendo menor
la K; cuando el sustrato fue D-lactato. Los valores de K;
calculados mediante graficos de dobles reciprocos se muestran
en la Tabla 4A, y en la tabla 4B los valores calculados por

regresién no lineal.

Tabla 3. Constantes de inhibicién (£;) para el oxamato en la deshidrogenacién de lactato en
mitocondrias de E. gracilis calculadas a partir de A, graficos de dobles reciprocos. B, regresion no
lineal. Los valores comesponden a | promedio # error estindar, n es el ndmero de experimentos.

) l L-lactato D-lactato
K, (mM) | 1.2 £ 0.3 (7) I 0.51 + 0.1 {8)
{B) L-lactato D-lactate
Competitivo Competitivo
¥ 153 110
V., 248 & 48 (7} 477+ 57(T)
K, (mM) 2.1720.5(7) 43+ 1.1(6)
K, (mM) 0.95+0.19(7 0.38 £0.09(6)

Efecto de la temperatura.

con el fin de dilucidar si la deshidrogenacidén del L- y

p-lactato se llevaba a cabo por una enzima inespecifica para
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Figura 8. Efecto del oxalato sobre la actividad de L-iLDH mitocondrial de E. gracilis. (A)
Grafico de dobles reciprocos, el inserto es un grafico de dobles reciprocos donde las rectas se
obtuvieron de los datos generados por la regresian no lineal. Las concentraciones de oxalato se
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la figura 8A. La figura es representativa de 8 experimentos.
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Tabla 4. Constantes de inhibicién (K7) para el oxalato en lIa deshidrogenacién de lactato en
mitocondrias de £, gracilis calculadas con A, graficos de dobles reciprocos y B por regresion no
linea! Los valores corresponden a la X+ E.S. {n)

(a) L-lactato l D-lactato
Kic (mM) | 0.28 £ 0.03 (8) | 0.09 + 0.01 (8)*
(B) L-lactato D-lactato
Mixto Mixto
£ 64 111
Va 289 £+ 43 (11) 448 + 77 {11}
K, (mM) 2.6 1 0.4 (11) 2.7 + 0.4 (11)
a=5.0 ¢ 1.5 a=1.3 + 0.2
Kie (md) 0.26 £ 0.08 (1) 0.09 + 0.01 (11}

* p<0.05 D-lac.

vs L-lLac.

el sustrato o por enzimas estereo-especificas, determinamos

la sensibilidad de estas actividades frente a la inactivacién
(kiﬂac)

las mitocondrias de E. gracilis.

térmica sobre la deshidrogenacién de ambos isémeros en

En las figuras 11 y 12 se muestra que conforme se
aumenta la temperatura de incubacién la  actividad de
deshidrogenasa presenta un decaimiento exponencial simple; en

el caso de la deshidrogenacién del L-lactato la inactivacién
por calor fue mucho mas rapida que con D-lactato. De las
pendientes de las rectas de los insertos se obtuvieron las
Experimentos semejantes se realizaron en presencia de

el

kiﬂdC'

isdmero opuesto y el mismo
la

ligandos (oxamato, oxalato,

isdémero} que confirieron proteccidén a inactivacién

térmica, disminuyendo asi los valores de kjue como se observa

en la figura 13. De esta figura se puede observar gque con L-
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lactato la actividad se pierde rApidamente a los 70°C y que
los ligandos utilizados cenfieren proteccién disminuyendo la
kinae ¥a que la actividad se mantiene a temperaturas mas
altas. Con D-lactato los valores de Kine S mantienen bajos
hasta los 80°C, no importande si hay o no 1ligando en la
incubacién de las mitocondrias. Se obtiene una inactivacién
similar sin ligandc con respecto a la kji.. con L-lactato pero
hasta los 90°C. Estos datos apoyan la existencia de dos
enzimas termo-resistentes, siendo la D-iLDH la mas
resistente,

8i los valores de ki, Se grafican ahora contra el
inverso de la temperatura absoluta, se puede calcular la
energia de desnaturalizacién por medioco de un grafico de
Arrhenius de acuerdo a la ecuacién:

1og kinac =-(Ea/2.3R) (1/T)+ log kp

En la figura 14 se muestra el grafico de Arrhenius para
los dos substratos. les wvalores de la energia de
desnaturalizacién que se obtuvieron a partir de las
pendientes fueron de 44 y 55.7 Kcal/mol para L- y D-lactato
respectivamente.

De manera interesante, cuando se incubaban las
mitocondrias con el isdmeroc opuesto al utilizado como
sustrato, se observd una gran proteccidén contra la
inactivacidén térmica. Este resultado sugiere que los dos
isébmeros se unen a la misma enzima, o bien que el otro
isdémero se puede unir a 1la enzima. Para resolver esta
pregunta incubamos a las mitocondrias de E. gracilis a 70°C
tomando muestras a diversos tiempos hasta disminuir
practicamente a cero la actividad de L-iLDH. En la figura 15
se muestra que la actividad de L-iLOH desaparece

aproximadamente entre 100 y 120s de incubacién, mientras que
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Figura | 1. Efecto de la temperatura en la deshidrogenacion del I-lactato en mitocondrias de
E. gracilis. Las temperaturas utilizadas fueron 45°C (®), 50°C (o), 55°C (a). 60°C (v} y 65°C (o).
Las lineas son el ajuste no lineal de un decaimiento exponencial simple.
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tiempos. La concentracion de L- y D-lactato fue de 20 mM.
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la actividad de D-iLDH se mantiene intacta hasta ese tiempo.
Eliminada vya la L-iLDH, se midié 1la dependencia a la
concentracién de sustrato de la D-iLDH. Los resultados
mostraron que ni la V, ni la K; de la D-iLDH se modifican
significativamente por la incubacién de las mitocondrias a
70°C, mientras que la actividad con L-lactato nc se ajusta ya
a una cinética michaeliana, por lo que la baja actividad con
este sustrato puede deberse a una actividad de la D-iLDH que
esta deshidrogenande con muy baja afinidad al L-lactato

(Tabla 5).

Tabla 5. Parametros cinéticos obtenidos con la L- y D-iLDH de las mitocondrias 4e E. gracilis
incubadas a 70°C durante 120 segundos. Las velocidades fueron hechas a 30°C. Los valores
representan la X £ D.S. de 3 preparaciones diferentes.

Parimetro E-lactato D-lactato
Vi 56.6 £ 59 574 £ 92

(nmo} DCPIP y/min./mg prot.}
K, (mM) 0.72 £ 0.68 1.98+04
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Figura 14. Energia de desnaturalizacién de iLDH mitocondrial de E. gracilis. Las k. se
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lactato.
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Mecanismo cinatico.

Se procedié a estudiar el mecanismo cinético de la
reaccién de deshidrogenacidén de lactato. La figura 16 muestra
graficos de dobles reciprocos, con L- y D-lactato a
concentraciones fijas, variande la concentracién del aceptor
de electrones DCPIP. En los griaficos de dobles reciprocos se
observan familias de rectas paralelas lo que es distintivo de
mecanismos de doble desplazamiento o de tipo ping-pong, en el
cual la unién del primer sustrato provoca un cambio en la
enzima (estado activado) aumentando la afinidad por el
sequndo sustrato (Segel, 1975). Este tipo de mecanismo es el
mismo de las enzimas redox que participan en las cadenas
transportaderas de electrones. Los parametros cinéticos

fueron calculados por regresién no lineal (Tabla &).

Solubilizacién de las ilDH’'g.

En los primeros intentos por enriquecer la actividad de
las enzimas mitocondriales de E. gracilis se utilizaren
diversos detergentes con el fin de solubilizar a estas
enzimas. Los detergentes probados (CHAPS, Octilglucésido,
Lubrel, Tritén X100, Tween 20 y Desoxicolato) en general
solubilizan a la D~iLDH. Con CHAPS, detergente zwitteridnico,
se extrae principalmente a la D-iLDH e incluso se presenta
una activacién por este detergente; mientras gue la L-iLDH no
logra extraerse y pierde su actividad con la mayoria de los
detergentes. El octilglucésido, un detergente iénico, logra
extraer pobremente a la L-iLDH (Figura 17).

Pe la actividad total obtenida, suma de la solubilizada
mids la que permanece en el precipitade, después del

tratamiento con los detergentes; el B2% de la D-iLDH es
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solubilizada con CHAPS y el 60% de la L-iLDH 25 extraida con

octilglucésido.

Tabla 6. Pardmetros cinéticos obtenidos por regresion no lineal para un mecanismo cinético de
doble desplazamiento (ping-pong) para la L- ¥ D-iLDH mitocondriales de £. gracilis. Los valores
representan el promedio  error estindar; el valor entre paréntesis es el ndmero de experimentos

L-lactato D-lactato
Va
(nmol/DCPIP 347 + 65 (6) 577 £ 70 (8)
rea/min/mg prot.)
K; 1actato (mM) 3.3+ 1.0 (8) 3.1 £ 0.4 (8)
K, ocere (pM}) 35 + 10 (6) 35 £ 5 (8
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Figura 16. Graficas de dobles reciprocos de la L-iLDH (A) y D-iLDH (B} mitocondriales de E.
gracilis. Las concentraciones de L- y D-lactato utilizadas se indican en la figura. Las lineas son el
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DISCUSION.

Las mitocondrias del protista E. gracilis tienen la
capacidad de oxidar una gran variedad de sustratos como
succinato, 2-oxoglutarato, NADH extramitocondrial, glutamato
y malato y otros metabolitos que no son utili:ados comunmente
por mitocondrias de otros organismos, com. &cido y-amino
butirico y principalmente semialdehido succinico y lactato en
sus dos isoformas (Buetow, 1989; Uribe y Moreno-Sanchez,
1992). Esta ultima caracteristica asemeja el metabolismo de
E. gracilis con algunos sistemas bacterianos. Al igual que en
éstos dltimos, la oxidacién del lactato est& conectada
directamente a la cadena respiratoria y la enzima est&
asociada a la membrana (Price, 1961; Ingledew y Poole, 1970;
Kohn y Kaback, 1973; Allison y col., 1985'. Sin embarqgo,
hasta la fecha no se habila descrito si lec¢ oxidacién del
lactato en las mitocondrias de E. gracilis se debe a una sola
enzima capaz de deshidrogenar a los dos i:émeros o bien,
existen enzimas que sean especificas para cada uno de los
isémeros del lactato.

En este trabajo se determiné mediante es:udios cinéticos
Yy termodindmicos que la oxidacién del lactatc en las
mitocondrias de E. gracilis se lleva a ceboe por enzimas
estereo especificas.

El efecto del pH sobre la actividad mostré que la D-iLDH
presenta una actividad mayor que la L-iLDH a cualquier valor
de pH. $in embargo, el pH optime donde :zoinciden ambas
actividades esta entre pH 7.3-7.6. En cuanto . la estabilidad
de las iLDH, se observé que la actividad a oH 7.6 en ambas
enzimas disminuyé después de pre-incubarse pcr cinco minutos

a pH's entre 5 y 7, y fueron estables a pH's entre 7 y 9,
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Estas semejanzas sugieren que la L- y D-iL)H pueden tener
involucrados aminodcidos semejantes en la catalisis. Debido a
que la actividad de iLDH no fue estable a valores bajos de
pH, no fue posible calcular los pKa de dichos aminocacidos. El
PH dptimo reportado para algunas iLDH presentes en bacterias
varian desde pH 5 hasta 9 (Garvie, 1980), intervalo en el gue

se encuentran las iLDH de E. gracilis.

La oxidacién del L- y D-lactato en sistemas bacterianos
que presentan iLDH’s unidas a membranas siguan una cinética
de tipo michaeliano al igual gque las iLDH de E. gracilis. En
preparaciones membranales o en extractos crudos de bacterias,
por ejemplo para la D-iLDH de E. coli, se ha reportade una K,
de 2.2 mM, aungue hay otros reportes de iLDH's gue varian
entre organismos, como la D-iLDH de Acinetobacter
calcoaceticus con una K, de 0.26 mM, y hasta valores mas
altos como la D-ilDH y L-iLDH de Neisseria meningitidis con
valores de K, de 5.1 y 14 mM, respectivamente (Tabla II).

En cuanto a los aceptores de electrones se ha reportado
al DCPIP como el mas utilizado para el estudio de las iLDH
unidas a cadenas respiratorias (Garvie, 1980). Su potencial
redox (+0.217 V) semejante al sitio cercano 2l cit c; que es
de +0.22 V, (Kumar y Acharya, 1999) hace suponer que la
transferencia de electrones del lactato per las iLDH se ve
facilitada hacia este aceptor. Se ha reportado para la D-iLDH
de A. calcoaceticus que la concentracién de DCPIP necesaria
para llevar a cabo la mitad de la actividad maxima esta entre
26 y 133 puM (Allison y col., 19B5), intervalo en el gque se
encuentra la K; para este sustrato artificial en los dos
tipos de iLDH mitocondriales de E. gracilis (Tabla 1}.

Con respecto a la utilizacidén de quincnas por las iLDH,

se ha reportadoe que lta D-iLDH de E. coli puede ceder los
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electrones directamente a la ubiquinona (Ingledew y Poole,
1970). En este trabajo se midid directamente la actividad de
la L- y D~iLDH en las mitocondrias de E. gracilis utilizando
la quinona Q1. La afinidad de las iLDH por este aceptor de
electrones fue semejante a la que se obtuvo para el DCPIP, ya
que también se encontrdé en concentraciones micromolares. La
velocidad maxima fue significativamente mayor con Ql, lo que
sugiere que el aceptor fisiolégico de las iLDH mitocondriales
de E. gracilis es una quinona. En el caso de este protista
existen dos tipos de quinonas en su poza, la ubiquinona-9 vy
la rodoquinona-9. La Q9 que tiene 9 grupos isoprencides en la
posicién 5 de la quinona y la rodequinona-9, gue tiene un
grupo amine en la posicidén 2 del anillo bencénico, en vez del
grupc metoxi de la Q9; las cuales difieren en su potencial
redox que es de +100 mv y -63 mV respectivamente.

En trabajos realizados en nuestro laboratorioc con
mitocondrias aisladas y alimentadas con lacteto, el complejo
bc; y el componente resistente a antimicina oxidan
preferentemente al decilbenzoquinol ¥ al duroquinol,
respectivamente (Mcreno-Sanchez y c¢ol., 2000). Las formas
oxidadas de estas quinonas scon pobres sustratos de la L- y D-
iLDH, mientras gue el mejor sustrato para las deshidrogenasas
fue Q1. Estos datos sugieren que las iLDH’s tienen una
afinidad diferente por las quinonas disponibles que la que
tiene el complejo bc,. La posibilidad de establecer enlaces
de hidrégeno adicionales con el grupo amino de la
rodoguineona-9, conduciria a que las iLDH tengan una diferente
afinidad por la rodoguinona.

Las semejanzas entre las 1LDH de los sistemas
bacterianos y las mitocondriales de E. gracilis en las
afinidades por los sustrates, tanto lactato como de aceptores

de electrones, el gue sean membranales y que estén conectadas




a la cadena respiratoria hacen suponer que las enzimas
encontradas en estos organismos tienen un crigen comun.

Las cinéticas obtenidas para los aceptores de electrones
mostraron una inhibicién por sustrato por parte de los
mismos, debido quizd tal vez a la unién de los aceptores a
formas “erréneas” de la enzima, esto €5, a una enzima gque se
encuentre oxidada o a una forma en la que el lactato se
encuentre unido a la enzima pero ain no se hayan transferido
los electrones a la flavina (Segel, 1967). Otra posibilidad
de esta inhibicién puede ser un artificio puramente técnico,
ya que el DCPIP a altas concentraciones impide el paso de luz
a través de la celda de ensayo siende mis dificil medir ios
cambios en la absorbencia. En el caso de la Q1 a altas
concentraciones puede haber problemas con la solubilidad de
este sustrato, ya Que precipita Y esto altera la

concentracién real en el ensayo.

En E. coli se ha reportado que la D-iLDH se encuentra
asociada a la superficie interna de la membrana
citoplasmatica (Short y Kaback, 1975). En el caso de E.
gracilis la localizacién del sitio active de las iLDH era de
crucial importancia . ya que si éstas estvieran en la
superfiéie interna de la membrana mitocondrial los ensayos de
actividad pudiesen estar midiendo la actividad del
transportador de lactato mas que la velocidad enzimatica de
las iLDH. Para dilucidar este problema medimos el transporte
del lactato a través de la mitocondria utilizando ("¢l L-
lactato y su sensibilidad a diferentes inhibidores del
transporte de iones y metabolitos.

La N-etil maleimida y el a-ciano-4-hidroxicinamato que
inhiben tantc al acarreador de fosfatos (Silva y col., 1999},

como el acarreador de dicarboxilatos (Pallotta y col., 1999),
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en las mitocondrias de E. gracilis no tuvieron un gran efecto
sobre el transporte de lactate. La condiciones utilizadas
para ver el efecto de los inhibidores Ffueron las que usamos
para medir las actividades de la ilLDH, sin embargo no se
descarta que las concentraciones utilizadas no fueron lo
suficientemente altas para inhibir el transporte de lactato
¥/6 que la accesibilidad de los grupos reactivos sensibles a
los inhibidores no sea la éptima, va que el inhibidor y el
lactate se ponian al mismo tiempo. Por su parte el mersalyl,
un derivado mercurial que inhibe fuertemente al acarreador de
fosfatos (ICs=0.2uM; Silva y «col., 1999), si inhibié
significativamente el transporte de lactato en las
mitocondrias, por lo gque se puede sugerir que el
transportador que acarrea el lactato hacia adentro de las
mitocondrias es mas sensible a los compuestos mercuriales
como el mersalyl que a la N-etilmaleimida. De acuerdo con lo
anterior, en este transportadeor estdn involucrados grupos
sulfhidrilo esenciales para el transporte seguramente
expuestos al exterior, ya que la membrana mitocondrial no es
permeable al mersalyl.

En las mitocondrias de E. gracilis la estigmatelina
inhibe al complejo be; y a la via resistente a antimicina
(Moreno-Sénchez y col., 2000); en nuestro casc ésta no tuvo
efecto sobre el transporte de lactato, lo que indica que no
se requiere de la formacidn de un gradiente de protones para
que se lleve a cabo el transporte de lactato.

El oxalato, el oxamatoc y el D-lactato, no afectaron
significativamente el transporte de lactato. EIL que  su
estructura quimica sea similar a la del L-lactato hace pensar
en una inhibicién del transporte por competencia, lo que

sugiere gque ambos isdmeros utilizan el mismo transportadoer,
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similar a lo que ocurre con el transportador de lactatc en
cardiomiocitos aislados {Poole y col., 1989).

A continuacién se midierom las actividades de iLDOH con
L-lactato a 30°C en presencia de los inhibidores va
mencionados. Contrario a lo que sucedidé en los experimentos
de transporte, el oxalato y el oxamato inhibieron
significativamente la actividad de iLDH 86% y  46%
respectivamente. Mientras que ni los inhibidores del
transporte de metabolitos, ni 1la estigmatelina, mostraron
efecto sobre la actividad de deshidrogenasa.

La conclusién de estos resultados es que aungque el
lactato entra a 1la mitocondria, éste no necesita ser
internalizado para su deshidrogenacién por la ilLDH; hecho que
contrasta con las mitocondrias de alqunos organos en ratas,
en donde el lactato necesita internalizarse a la mitocondria
por el acarreador de monccarboxilatos para poder ser oxidado
(Brooks y col., 1999).

Otra evidencia que sugiere que el sitio catalitico de la
iLDH est& orientado hacia la cara externa de la membrana
interna es que si comparamos el transporte de lactato a
través de las mitocondrias observamos que éste no soporta la
actividad de iLDH medida a esa misma concentracién de L-
lactato. Ademas, el aceptor artificial de electrones
utilizado en los ensayos, el DCPIP, no permea la membrana
mitocondrial, Nuestras evidencias apoyan el que las
velocidades de deshidrogenasa que medimos son debidas a la
enzima y no al presunto transportador de lactato.

El equilibrio réapido asume qgue sélo los primeros
componentes de la reaccién se encuentran en equilibrio, esto
es; la enzima, el sustrato y el complejo enzima-sustrato. Sji
nosotros asumimos que éste es el comportamiento de las iLDH’ s

en el cual todos los pasos de unién y disociacién son muy
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rapidos comparados al pase catalitice, (Segel, 1975) podemos
asi calcular les parametros termodinamicos de la reaccidén de
disociacién del complejo enzima-sustrato en la
deshidrogenacién del L- y.D-lactato.

Las cinéticas en las cuales variamos la concentracién
del L- y D-lactatc respectivamente a diversas temperaturas
mostraron que conforme se aumenta la temperatura hasta 35° C,
la velocidad maxima aumenté, la afinidad de la iLDH per L-
lactato disminuyd, mientras que la afinidad por el D-lactato
aumentd. Estos comportamientos diferentes con los dos
isdmeros se vieron reflejados al graficar el log de la K. en

cencentraciones molares contra el inverso de la temperatura,
cuya pendiente de las rectas nos da el valor del AH y la

ordenada al origen el valor de AS. El hecho de haber obtenido
lineas rectas al graficar el logaritmo de K; contra el
inverso de la temperatura, sugiere que la aproximacién de
equilibrio rapide que se asumit6 se ajusté bien al mecanismo
cinético de las iLDH presentes en E. gracilis. La diferencia
en el sentido de las pendientes, refleja diferencias en los
parametros termodinamicos. Es importante puntualizar que los
pardmetros gque calculamos son de disociacién, por lo gue los
signos son contrarios a los que se esperarian en caso de
reacciones de asociacidén. En e] caso de la L-iLDH la reaccién
de disociacién del complejo enzima-sustrato es espontanea
(AG>0), como resultado de un componente entdlpice tan
positivo (exergdnico) que supera la contribucién del
componente entrépico negativo. El caso de la D-ilLDH es
totalmente opuesto. Aunque la reaccidn de disociacién del
complej¢ enzima-sustrato también es espontdnea, la reaccién

es endergdnica, esto es, neceslta tomar calor de! sistema

para que la reaccidn se lleve a cabo (AH<0). Sin embargo, la
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entropla en este caso es lo suficientemente negativa para
predominar sobre el componente entdlpico. (Tabla 2)}. Las
diferencias en los parametros termodinamicos sugieren la
existencia de dos tipos de enzimas con afinidades especificas
y caracteristicas fisicoguimicas diferentes para la
deshidrogenacién del L- y D-lactato a las temperaturas que se
ensayaron. La posible explicaclién de por qué aumenta la
afinidad por el D-lactato conforme aumenta la temperatura
puede estar en relacién con la mayor resistencia de esta
enzima a la temperatura e incluso una activacién de la D-iLDH
entre 65 y 7T0°C. Mientras que con la L-iLDH a las
temperaturas del ensaye, ya se puede observar una disminucidn
en la afinidad por el sustrato debida tal vez, a su mayor

sensibilidad al calor.

El oxamato es un inhibidor de las iLDH’s bacterianas.
Pero se han reportadec tipos de inhibicidén competitive o no
competitivo y constantes de inhibicién muy diferentes en
bacterias como E. coli y Rhodopseudomonas sphaercides (Tabla
I1).

En las mitocondrias de E. gracilis probamos el efecto
del oxamato como parte de la caracterizacidén cinética de 1la
oxidacién del lactato. En los graficos de Dixon, donde se
grafica la concentracién del inhibidor contra el inverso de
la velocidad a diversas concentracicones de lactato, se puede
calcular directamente la Ki con el punto de interseccidn de
las rectas. Se observdé ademds, que el oxamato inhibe ambas
actividades de iLDH y aparentemente mas a la D-iLDH (K. = 1.1
* 0.2 y Kic = 0.48 £ 0.07 para la deshidrogenacidén de L- y D-
lactato respectivamente). Los graficos de doble reciproco
mostraron una inhibicién competitiva para ambos isdmeros del

lactato. Se procedid entonces a tomar el valor de las
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pendientes (Ky;/Vnlap ¥ lOs intersectos con las abscisas {Ks) ap
Yy se regraficaron contra la concentracién de oxamato,
logrande asi calcular las constantes de inhibicién por dobles
reciprocos. Los reqgré&ficos mostraron constantes de inhibicién
similares a los obtenidos con los graficos de Dixon (Tabla
3Aa).

Otra forma que utilizamos para determinar el tipo de
inhibicidén y la X; fue por el calculo de la regresién no
lineal de 1la grafica de wvelocidad enzimatica wvs la
concentracién del sustrato. En este casc se editaron las
ecuaciones para las inhibiciones de tipo competitivo y no
competitivo, ya que éstas son las reportadas para las iLDH de
bacterias (Kohn y Kaback, 1973; Markwell y Lascelles, 1978).
Los valores cinéticos Ks y Vp, fueron similares en los tres;
sin embargo, fue en el ajuste de tipo competitive donde el
valor de K; fue muy semejante a los encontrados tanto en el
griafico de Dixon como en los regrdficos del doble reciproco.
El tipo de inhibicién mixto lo descartamos ya que el valor de
& calculado por regresién lineal fue siempre muy variable
entre los experimentos.

La manera de discernir el tipc de inhibicién del oxalato
fue similar al del oxamato. Este compuesto se ha reportado
como inhibidor competitivo y no competitivo en las iLDH de
bacterias (Kchn y Kaback, 1973; Markwell y Lascelles, 1978) y
mixto en levaduras (Gondry y Lederer, 1996). Los graficos de
Dixon mostraron una inhibicidn con una K; menor para la
actividad de D-iLEH con respecto a la obtenida para la L-iLDH
(Kig = 0.36 + 0.07 y Kiz = 0.15 * 0.02 para la
deshidrogenacién de L- y D-lactato). Esto sugiere la
presencia de iLDH estereo-especificas. De tratarse sélo de un

tipo de enzima, el oxalato inhibiria con una K; igual no
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impertando el sustratc ya que la afinidad de las iLDH por su
sustrato es practicamente la misma. Los graficos de dobles
reciproces mostraron un tipo de inhibicién mixta. Se hicieron
los regraficos wutilizando las pendientes (Ks/Va)lap vy las
ordenadas al origen ({1/V;).,, contra la concentracién de
inhibider como otra forma de calcular K;. Los valocres
calculados asi, son acordes dentro del error experimental,
con los calculados a partir de los graficos de Dixon. Para
confirmar el tipo de inhibicién del oxalato, se realizaron
ajustes de tipe no lineal editandc las ecuaciones para los
tres tipos de inhibicién vya mencionados. Los ajustes
mostrarcon que el oxalato es un inhibidor de tipo mixto. No
obstante, los valores de K; y la dispersién de los datos (xﬂ
calculados por el programa de cémputo muestran semejanzas
para éste tipo de inhibicién y el no competitivo.

Los wvalores de o calculados tanto en los dobles
reciprocos como en la regresidn no lineal son muy semejantes
dentro del error experimental, por lo que se sugiere que el
oxalato inhibe de forma mixta a las iLDH de E. gracilis, como
lo hace con las L-iLDH de algunas levaduras. No obstante, a
diferencia de las enzimas de E. gracilis, la L-iLDH de
levaduras es wuna L-lactato-citocromo b; oxido-reductasa,
ademds de gue se encuentra en el espacio intermembranal de la

mitocondria {Chapman y Reid, 1991; Sinclair y col, 1998).

La actividad con L-lactato disminuyd rapidamente a
partir de los 55°C, mientras gue la actividad con D-lactato
permanecidé sin cambiocs hasta los B80°C aproximadamente. Las
kinac para la D-iLDH son incluso menores que la 3-
fosfoglicerato cinasa de Thermoanaerobacter sp. RtB.G4, una

bacteria terméfila \Thomas and Scopes, 1998), hecho
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sorprendente ya que la temperatura de crecimiento de £E.
gracilis en nuestras condiciones es 25°C. La D-iLDH de E.
celi se ha reportado gque también es resistente a altas
temperaturas (Pratt y col, 1979). La energia de activacién de
la desnaturalizacidén de la L-iLDH (44 Kcal/mol} es menor a la
gue se requiere para desnaturalizar a la actividad con D-
lactato (55.7 Kcal/mol), hecho gue confirma la existencia de
enzimas esterec-especificas y desecha la idea de que las
mitocondrias de E. gracilis oxidan al L- y D-lactato por
medic de un solo tipo de iLDH siende la D-iLDH la més
resistente.

Cuande nosotros incubamos a las mitocondrias en
presencia de ligandos para obtener las Kkinae ¥ las graficamos
contra la temperatura a las cuales se obtuvieron, observamos
que el ligando que mas conferia proteccién ademds del
sustratc mismo, era el isdmerc opuesto {Figura 13). Este dato
sugeria que los dos isdmeros se estaban pegando a la misma
enzima, pero faltaba saber si esta unidén era cataliticamente
productiva. La incubacién de las mitoceondrias de E. gracilis
a 70°C durante 100-120s mostraron gque hubo muy poca
deshidrogenacién del L-lactato y que la actividad de la D-
ilDH no se afectd. Los parametros cinéticos de la D-iLDH en
estas mitocondrias fueron aparentemente mencres gue los
obtenidos en las mitocondrias intactas, sin embargo éstas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, lo que
nos hace suponer que aungue el L-lactato se peqgue a la D-iLDH
:Figura 1i3), éste lo hace con tan baja afinidad al sitio
catalitico y es deshidrogenade con tan poca eficiencia, que
no impide la deshidrogenacioén del D-lactato. Contrario a lo
reportado en la literatura la K; que se estimd para el L-
lactato en las mitocondrias incubadas a 70°C es baja, cuande

se esperaria que la afinidad por el isdmero opuesto fuera
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mucho menor, como se ha reportado para la D-iLDH de E. coli vy
N. gonorrhoeae (Futai, 1973; Kohn y Kaback, 1973; Garvie,
1980; Fischer y col, 1984}, las cuales toman otros sustratos
perc con valores de K, muy altos en comparacion a los de su
sustrato. Sin embarge, esto no afectd su capacidad de ser
utilizado como substrato como se discutid previamente,

Los parametros cinéticos de la D-iLDH en las
mitocondrias incubadas no fueron estadisticamente diferentes
a los encontrados en las mitocondrias intactas. Sin embargo,
la V, vy la afinidad (X,) tendieron a aumentar. Este fenémeno
puede deberse a un cambio en la fluidez de las membranas que
es donde se encuentran las iLDH de E. gracilis, haciendo mas
disponible el sitio catalitico de la enzima provocando un
mayor actividad y una mayor wunién a su sustrato. En el
esquema 1 se presenta un modelo propuesto para explicar el
ciclo catalitico de las iLDH de E. gracilis, el cual es
semejante al ciclo catalitico de las iLDH (flavocitocromos)
descritos en levaduras (Gondry y Lederer, 1996; Daff y col,
1996; Illias y col, 1998). El oxamato, c¢omo inhibidor
competitive, se une a la enzima libre, interrumpiendo la
unidn del lactato con la enzima. El oxalato, como inhibidor
tipo mixto, puede urirse antes y después que el lactato
cuando la enzima estd reducida, afectando la afinidad per el
sustrato y la velocidad catalitica. Se propone que el
cofactor es una flavina, ya que todas las iLDH’'s presentan a
esta molécula como cofactor, ya sea FMN para las L-iLDH o FAD

para las D-iLDH.
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Fsquema 1. Mecanismo de reaccion cinético propucsto para las isoenzimas iLDH
mitocondriales de E. gracilis. La flavina como grupo prostético esta representada como Fyy ¥ Freg,
en sus formas oxidadas y reducidas respectivamente.

Se han publicado wvarios reportes acerca de la
solubilizacién de las iLDH en bacterias con diversos
detergentes {Markwell vy Lascelles, 1978; Allison y col,
1985b; Erwin y Gotschlich, 1993; Zboril y Wernerova, 1996).
La D-iLDH de E. coli es la mas estudiada y se ha logrado
solubilizar en Tritdén X-100 al igual que la L- y D-iLDH de N.
gonorrohoeae (Fischer y col, 1994), incluso se ha reportado
una activacidn de la enzima por este detergente (Futai, 1973;
Allison y col, 1985; Ho y col, 1989).

En los primeros intentos por enriguecer la actividad de
las enzimas mitocondriales de E. gracilis, se utilizaron
diversos detergentes; la D-iLDH siempre se solubilizé, aunque
preferentemente en CHAPS. La L-iLLDH se extraea en
octilglucédsido aunque se pierde mucha actividad durante su
solubilizacion, lo cual la asemeja a 1la L-iLDH de A.
calcoaceticcus (Allison y col, 1985} en donde la L-iLDH

también fue muy lébil en el proceso de purificacién.

Las lactato deshidrogenasas conectadas a la cadena
respiratoria de la mitocondria, que utilizan preferentemente
lactato come sustrato, pueden tener una participacién clave
en el metabolisme de E. gracilis. Como se muestra en el
esquema 2, la carencia de una piruvato deshidrogenasa podria

representar un problema para E. gracilis en su obtencién de
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energia. Este problsma se elimina teniendo a las iLDH,
quienes «ceden sus electrones directamente a la cadena
respiratoria para la sintesis de ATP, pudiendo asi el
piruvatc wutilizarse como esqueleto carbonado hacia la
gluconeogénesis o de sustrato para la enzima malica para la
produccidn de malate {Buctow, 1989},

De importancia también es que las iLDH de E. gracilis,
forman parte de otras dos vias presentes en estas
mitocondrias: la via resistente a antimicina y otra via
resistente a cianuro y gue también se encuentra en plantas,

En cuanto a la participacién fisiolégica de la D-iLDH,
en las células que se cultivaron en medio de glutamato vy
malato sbélo se detectd L-lactato intracelularmente (Moreno-
Sanchez y col., 2000), por lo que la actividad de D-iLDH
podria ser otra enzima que utiliza al D-lactato como otro
sustrato. Se han reportado actividades de glicolato Y
glioxilate deshidrogenasa en las mitocondrias de E. gracilis,
estas enzimas, por la semejanza estructural de su susﬂrato
con el D-lactato, podrian estar inveolucradas con la
deshidrogenacidén del B-lactato. Sin embargo, en nuestras
condiciones experimentales las mitocondrias de E. gracilis
practicamente no oxidaban al glioxilate ni al glicolato vy
concentraciones de 10 mM de estos sustratos no inhibieron las
actividades de D-iLDH. Tal vez en un medio de cultivo con una
mezcla de L- y D-lactato como fuente de carbono, el isémeroc D
alcance concentraciones detectables y alli se podria explorar
si la D-iLDH en realidad tiene una actividad relevante en 1a
utilizacién de éste metabolito 6 si su accidén sobre éste sélo

sea una mas de sus actividades fisiolégicas.
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CONCLUSIONES.

Las mitocondrias de E. gracilis oxidan al I,- Y D-lactato por
medio de enzimas estereo especificas: la termodindmica de la
disociacién del complejo enzima-substrato ¥y la inactivacién
térmica son diferentes en ambas enzimas, las enzimas son
inhibidas por los inhibidores clasicos de las iLDH aungque con
diferente K, para cada enzima. De manera semejante, ambas
enzimas reducen quinonas y tienen mecanismo cinético de tipo
ping-pong. A excepcién del mecanismo cinético de reaccién,
que se desconoce en las enzimas bacterianas, las iLDH de E.

gracilis serian semejantes a las bacterias.
A diferencia de las bacterias que carecen de organelos

celulares, las iLDH de E. gracilis se localizan en la cara

externa de la menmbrana mitocondrial interna.
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Perspectivas.

Otros aspectos importantes acerca de estas enzimas gue
no se han investigado, son:
(a} La raturaleza del cofactor. En todos los sistemas en
donde se han reportado iLDH'’s, las L-iLDH tienen como
cofactor FMN y las D-iLDH tiene FAD, por lo que es importante
conocerlos y explorar si estdn unidos de forma covalente a la
enzima.
(b) La naturaleza de los aceptores de electrones de la L-iLDH
y la D-iLDH. En experimentos realizados en nuestro
laboratorio con mitocondrias alimentadas con lactato, el
complejo bcy y el componente resistente a antimicina oxidan al
decilbenzoquinol y al duroquinol respectivamente. Las formas
oxidadas son sustratos pobres de la L- Y D-iLDH. Estos datos
sugieren que la iLDH y el complejo be, tienen una afinidad
diferente por guinonas. Por lo que en las mitocondrias de E.
gracilis las guincnas Q9 y la rodoquinona-9 pueden ser ambas
sustratos de las enzimas en condiciones energéticas
diferentes, con una diferente afinidad para ceder leos
electrones al bc,, al componente resistente a antimicina o a
la oxidasa terminal.
(c) Otra pregunta es acerca de la participacidén de las iLDH's
en el metabolismo de E. gracilis cuando éstas son cultivadas
en presencia o en ausencia de lactato. Dado que las enzimas
5¢ expresan a pesar de que las células se cultivan en un
medio cen glutamate y malato como fuente de carbono, su
participacién puede no ser de relevancia al inicio del

cultive, sino cuandc las reservas de paramilo {glucosa con

enlace B~1,3) han empezado a utilizarse.
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d) Otra pregunta es si la D-iLDH tiene una funcién
fisioldgica en E. gracilis, ya que aungque ambas enzimas estdn
presentes en células cultivadas en glutamato y malate, sélo
se ha detectado la presencia de L-lactato dentro de la

célula.
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